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Le sepsis est l'une des principales causes de mortalité en Amérique du nord (taux de 
mortalité : 30 à 60%). Les patients en sepsis qui décèdent sont souvent en « insuffisance 
surrénalienne relative », caractérisée par leur incapacité de produire suffisamment de 
glucocorticoïdes (GC) après stimulation à l'ACTH et une dysfonction de l'axe 
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS). La sécrétion de GC est contrôlée par 
l'hormone adrénocorticotrope (ACTH), la vasopressine (AVP) et des cytokines comme le 
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF), un puissant agent pro-inflammatoire. MIF 
inhibe les effets du cortisol et de l'AVP. Hypothèses: MIF est impliqué dans l'incapacité 
de la glande surrénale à répondre adéquatement au stress induit par le sepsis. Son action 
s'exerce au niveau hypophysaire, altérant la sécrétion d'ACTH ou directement au niveau de 
la glande surrénale, interférant avec l'action de l'ACTH et de l'AVP. Méthodes: Modèle de 
rat soumis à un sepsis subaigu endotoxinique (10 mg/kg de LPS 055: B5 E.coli, 18 ± 2 hs, 
avec ou sans coinfusion d'anti-MIF) et cultures primaires de cellules corticosurrénaliennes. 
Résultats: Validation du modèle animal. Les signes cliniques, l'hypertrophie des glandes 
surrénales accompagnée de modifications de la structure cellulaire et tissulaire, 
l'augmentation des taux plasmatiques d'ACTH et de corticostérone, la dissociation 
ACTH/corticostérone et l'augmentation d'AVP valident le modèle. Impact du traitement 
anti-MIF. Bien qu'aucune amélioration clinique n'ait été observée, le traitement avec de 
l'anti-MIF restaure une structure des glandes surrénales proche de la normale chez les 
animaux en sepsis subaigu. Ceci confirme de façon indirecte que, dans ce contexte, le MIF 
contribue à modifier la structure de ces glandes avec des impacts fonctionnels potentiels. 
Validation du modèle cellulaire. Le traitement à l'ACTH (10"8M) des cellules fasciculées 
induit une augmentation de corticostérone et le LPS induit une hypertrophie des cellules. 
Présence de MIF et CD74. In vivo, les immunobuvardages confirment la présence de MIF 
et CD74 dans l'hypophyse et les glandes surrénales avec une diminution d'expression de 
MIF hypophysaire opposée à une augmentation au niveau surrénalien lors du sepsis. In 
vitro, Pimmunofluorescence confirme la présence de MIF et CD74 dans les cellules 
fasciculées, avec une colocalisation après traitement au LPS (0.1 mg/ml). MIF active la 
voie de p42/44map* confirmant la présence de son récepteur CD74, son co-récepteur CD44 
dans la glande surrénale et leur fonctionnalité. Conclusion : Nos modèles valident 
l'implication de MIF dans la régulation de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et sa 
fonction surrénalienne. Mots clés : sepsis, LPS, MIF, glucocorticoïdes, ACTH, dysfonction 
de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. 
TABLE DES MATIÈRES 
TABLE DES MATIÈRES I 
LISTE DES TABLEAUX IV 
LISTE DES FIGURES V 
LISTE DES ABBRÉVIATIONS VII 
I - INTRODUCTION 1 
1.1- Le sepsis 1 
1.1.1- Définitions 1 
1.1.2- Épidémiologie et pronostic 4 
1.1.3- Pathogénicité et médiateurs de l'inflammation 5 
1.2- L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (H.H.S) et le sepsis 9 
1.2.1- L'axe hypothalamo-hypophysaire 9 
1.2.1.1- Notions générales de l'axe hypothalamo-hypophysaire 9 
1.2.1.2- Rôle de l'axe hypothalamo-hypophysaire 12 
1.2.2- La glande surrénale 16 
1.2.2.1- Situation anatomique et morphologie 16 
1.2.2.2- La synthèse des hormones cortico-surrénaliennes 18 
1.2.2.3- Rôle des hormones stéroïdes de la glande surrénale 20 
1.2.2.4- La régulation de la sécrétion des hormones du cortex et de la médulla 22 
1.2.3- L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien lors du sepsis 26 
1.2.3.1- Réponses de l'axe HHS lors du sepsis 26 
1.2.3.2- L'insuffisance ou la dysfonction surrénalienne dans le sepsis 29 
1.3- Le MIF 36 
1.3.1- Son histoire 36 
1.3.2- Sa structure 37 
1.3.3- L'expression du MIF et aspects génétiques 39 
1.3.4- Rôles et fonctions du MIF 42 
1.3.4.1- MIF : une enzyme 42 
1.3.4.2- MIF : une cytokine pro-inflammatoire au pouvoir létal en sepsis et 
biomarqueur dans le pronostic de survie des patients 44 
1.3.4.3- MIF et la coagulation 46 
1.3.4.4- MIF : une hormone adénohypophysaire 47 
1.3.4.5- MIF et l'axe HHS : contre-régulateur des glucocorticoïdes 50 
1.3.5- Son récepteur CD74 et son corécepteur CD44 55 
II - HYPOTHÈSES DU PROJET 57 
III- MATÉRIELS ET MÉTHODES 58 
3.1- Études in vivo 58 
3.1.1- Le modèle de sepsis chez le rat 58 
3.1.2- Études histologiques 59 
3.2- Études in vitro 60 
3.3- Immunobuvardages 61 
3.3.1- Sur organes 61 
3.3.2- Sur des cellules en culture 65 
II 
3.3.2.1- Immunobuvardage pour étudier l'expression de CD74 65 
3.3.2.2- Immunobuvardage pour étudier l'expression de p42/p44mapk 66 
3.4- Dosages hormonaux 67 
3.4.1- Dosage de la corticostérone plasmatique et des surnageants cellulaires 67 
3.4.2- Dosage plasmatique de l'ACTH 69 
3.4.3- Dosage plasmatique de la vasopressine 69 
3.5- Immunofluorescence 69 
3.5.1- Mise en évidence de la présence de MIF par simple marquage 69 
3.5.2- Mise en évidence de la présence de CD74 et MIF par double marquage 71 
3.5.3- Mise en évidence des cellules endothéliales par double marquage CD31/MIF .71 
3.6- Analyses statistiques 72 
IV - RÉSULTATS 73 
4.1- Études in vivo 73 
4.1.1- Validation du modèle animal de sepsis et étude de l'impact du traitement avec 
l'anticorps neutralisant anti-MIF 73 
4.1.1.1- État général des animaux et comportements 73 
4.1.1.2- Taux plasmatiques de corticostérone 76 
4.1.1.3- Taux plasmatiques d'ACTH 79 
4.1.1.4- Taux plasmatiques de vasopressine 82 
4.1.2- Impact du sepsis sur la morphologie de l'hypophyse et de la glande surrénale 
avec ou sans traitement avec l'anticorps neutralisant anti-MIF 83 
4.1.2.1- Études histologiques des hypophyses 83 
4.1.2.2- Études histologiques des glandes surrénales 85 
4.1.3- Mise en évidence de la présence de MIF et étude de son expression protéique 
avec ou sans traitement avec l'anti-MIF 87 
4.1.3.1- Au niveau de l'hypophyse 87 
4.1.3.2- Au niveau de la glande surrénale 89 
4.1.4- Mise en évidence de la présence de CD74 91 
4.1.3.1 - Au niveau de l'hypophyse 91 
4.1.3.2- Au niveau de la glande surrénale 91 
4.2-Études in vitro 93 
4.2.1- Effet de l'ACTH sur la sécrétion de corticostérone dans des cultures primaires 
de cellules fasciculées 93 
4.2.2- Effet du MIF sur la sécrétion de corticostérone induite par le traitement à 
l'ACTH dans ces mêmes cultures 94 
4.2.3- Mise en évidence de la présence de MIF et de son récepteur CD74 dans les 
cellules fasciculées par immunofluorescence 96 
4.2.4- Mise en évidence de la présence de CD74 et étude de son expression protéique 
dans les cellules fasciculées et glomérulées par immunobuvardage 100 
4.2.5- Mise en évidence de la présence de MIF, CD74 et CD44 dans les cellules 
fasciculées par l'activation de la voie des p42/p44map*. 102 
4.2.6- Effet du LPS sur les cellules fasciculées de glandes surrénales de rats 106 
4.2.6.1- Impact sur la sécrétion de corticostérone 106 
4.2.6.2- Impact sur la morphologie des cellules 108 
V-DISCUSSION 110 
5.1- Études in vivo 110 
5.1.1- Validation de notre modèle animal de sepsis 110 
III 
5.1.2- Étude de l'impact de l'anti-MIF au niveau plasmatique et histologique 113 
5.1.3- Présence et expression de MIF et CD74 dans notre modèle de sepsis avec ou 
sans anti-MIF 115 
5.2- Études in vitro 117 
5.2.1- Validation de notre modèle de culture primaire de cellules fasciculées 117 
5.2.2- Effet de MIF sur la sécrétion de corticostérone induite par le traitement à 
l'ACTH sur ces mêmes cultures 117 
5.2.3- Mise en évidence de MIF et de CD74 dans les cellules fasciculées de rats 118 
5.2.4- Effet du LPS sur les cellules fasciculées 120 
VII - CONCLUSION ET PERSPECTIVES 121 
IX - REMERCIEMENTS 125 
X - BIBLIOGRAPHIE 126 
LISTE DES TABLEAUX 
Tableau 1 : Le système PIRO (Prédispositions, nature et ampleur de l'Infection, la nature et 
l'importance de la Réponse de l'hôte, le nombre de défaillances d'Organes) 3 
Tableau 2 : Hormones de libération et d'inhibition sécrétées par les cellules 
neurosécrétrices de l'hypothalamus 14 
Tableau 3 : Valeur prédictive du test au Synactène® au cours du choc septique 31 
Tableau 4 : Distribution tissulaire et cellulaire de la protéine MIF 40 
Tableau 5 : Compte de cellules dans 2 cultures primaires de cellules fasciculées de rats.. 108 
LISTE DES FIGURES 
Figure 1 : Les réponses inflammatoires dans le sepsis 7 
Figure 2 : Équilibre des facteurs pro et anti-inflammatoires dans la réponse anti-infectieuse. 
8 
Figure 3 : L'hypothalamus (noyaux hypothalamiques) et l'hypophyse 11 
Figure 4 : L'hypophyse, l'hypothalamus et leur vascularisation 12 
Figure 5 : Les cellules neurosécrétrices de l'hypothalamus 15 
Figure 6 : Situation et vascularisation des glandes surrénales 17 
Figure 7 : Morphologie d'une glande surrénale de rat adulte 17 
Figure 8 : Structure de la glande surrénale adulte 18 
Figure 9 : La stéroïdogénèse dans la glande surrénale humaine 20 
Figure 10 : Régulation multifactorielle des sécrétions stéroïdes dans la cortico-surrénale..24 
Figure 11 : Concept des interactions entre le système immunitaire et l'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien 25 
Figure 12 : Les principaux acteurs impliqués dans la réponse au stress de l'axe HHS en 
sepsis 29 
Figure 13 : Les voies possibles contribuant à la dissociation ACTH-cortisol 35 
Figure 14 : L'histoire de MIF 37 
Figure 15 : Structure du gène MIF humain 37 
Figure 16 : Structure tridimensionnelle de MIF, protéine homotrimérique 38 
Figure 17 : Alignements de séquences des homologues du MIF 39 
Figure 18 : Les quatre polymorphismes du gène MIF. 41 
Figure 19 : Cellules corticotropes de type I et II dans l'adénohypophyse de souris 49 
Figure 20 : Interactions du MIF et des Glucocorticoïdes in vivo 53 
Figure 21 : Schéma récapitulatif de la régulation des effets immunosuppressifs des GC par 
le MIF : mécanismes moléculaires possibles 54 
Figure 22 : Poids des rats dans les différents groupes de l'étude 75 
Figure 23 : Dosages plasmatiques de corticostérone dans les 4 groupes d'animaux 78 
Figure 24 : Dosages plasmatiques d'ACTH dans les 4 groupes d'animaux 81 
Figure 25 : Taux plasmatiques de la vasopressine dans les 4 groupes d'animaux 82 
VI 
Figure 26 : Impact du sepsis sur l'histologie des hypophyses avec ou sans traitement avec 
l'anticorps neutralisant anti-MIF 84 
Figure 27 : Impact du sepsis sur l'histologie des glandes surrénales avec ou sans traitement 
avec l'anticorps neutralisant anti-MIF 86 
Figure 28 : Effets du traitement anti-MIF sur l'expression de MIF dans l'hypophyse lors 
d'un sepsis expérimental 88 
Figure 29 : Effets du traitement anti-MIF sur l'expression de MIF dans la glande surrénale 
lors d'un sepsis expérimental 90 
Figure 30 : Mise en évidence par immunobuvardage du récepteur de MIF, CD74 dans les 
hypophyses et les glandes surrénales des 4 groupes d'animaux 92 
Figure 31 : Sécrétion de corticostérone dans des cultures primaires de cellules fasciculées. 
95 
Figure 32 : Mise en évidence par immunofluorescence de la présence de MIF et de son 
récepteur CD74 dans les cellules fasciculées 98 
Figure 33 : Mise en évidence des cellules endothéliales dans les cultures primaires de 
cellules fasciculées par double marquage de MIF et CD31 99 
Figure 34 : Mise en évidence par immunobuvardage de CD74 dans les cultures primaires 
de glandes surrénales de rats 101 
Figure 35 : Activation de p42/44map* par MIF dans les cellules fasciculées 104 
Figure 36 : Optimisation de l'immunobuvardage des p42/p44OTÛiP* 105 
Figure 37 : Effet du LPS sur la sécrétion de corticostérone dans des cultures primaires de 
cellules fasciculées de glandes surrénales de rats 107 
Figure 38 : Effet du LPS sur la morphologie des cellules fasciculées 109 
LISTE DES ABBRÉVIATIONS 
ACTH : adrenocorticotrophin hormone ou hormone adrénocorticotrope 
ADNc: Acide Déxoribonucléique complémentaire 
Ang II: Angiotensine II 
Anti-MIF : anticorps neutralisant du MIF 
APJ : Angiotensine receptor-like 1 
APL : Apelin ou Apéline 
ATI : récepteur de l'angiotensine de type 1 
AVP: Vasopressine 
BSA : Bovin Sérum Albumine 
CBG : Corticosteroid Binding Globulin ou globuline liée aux corticostéroïdes CB ou 
transcortine 
CLP : Cecal ligature andponcture ou ligature et ponction caecale 
CPLA2 : Cytosolic phospholipase A2 ou phospholipase A2 cytosolique 
CRH : Corticotropin-Releasing Hormone, Hormone de Relâche de la Corticotropine ou 
corticolibérine 
DDT : D-dopachrome tautomerase ou tautomérase dopachrome D 
DEPC : Diethyl pyrocarbonate 
DHEA : déhydro-épiandrostérone 
DHEAs : dehydro-epiandrosterone sulfate 
DIC : Disseminated Intravascular Coagulation ou coagulation disséminée intravasculaire 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA: Ethylene glycol tetraacetic acid 
ERK1/ERK2 : extracellular signal regulated kinases 1, 2 
GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GC: glucocorticoïdes 
HHS : Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien 
HRP : Horse Radish Peroxidase 
IgG iso : Immunoglobuline G isotypique 
IL-1(3 : Interleukine 1 fieta 
IL-la : Interleukine 1 alpha 
INFy : Interféron gamma 
IL-6 : Interleukine 6 
JNK: Jun N-terminal kinase 
kDa: Kilo Dalton 
MAPK : Mitogen activatedprotein kinase 
MIF: Macrophage migration inhibitory factor 
MODS: Multiple Organ Dysfonction Syndrome ou syndrome de dysfonction multiple 
d'organe 
MW: poids moléculaire 
Na3V04:M«m orthovanadate 
VIII 
NF-kB: Nuclear Factor-xB 
NP-40: Nonyl phenoxylpolyethoxylethanol 
LPS: Lipopolysaccharide 
O/N: Over night, toute la nuit 
P450C21 :21 a-hydroxylase 
PAI-1 : Pîasminogen Activator lnhibitor-1 ou inhibiteur 1 de l'activateur du plasminogène 
Pb: paires de bases 
POMC: proopiomelanocortin ou la pro-opiomélacortine 
PRL: prolactine 
PVN: Paraventricular nucleus ou noyau paraventriculaire 
RPM : Rotations par minute 
RCF: Force centrifuge relative (force g) 
TP: Température pièce 
SNA : Système Nerveux Autonome 
SON : Supraoptic nucleus ou noyau supraoptic 
SVF : FBS Fœtal Bovin Sérum ou Sérum de veau fœtal 
Thl et Th2 : lymphocytes T helper de type 1 et de type 2 
TLRs : Toll-like Receptors 
TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha ou Facteur de Nécrose des Tumeurs alpha 
tPA : tissu Pîasminogen Activator ou activateur tissulaire du plasminogène 
TSH: Thyroid-Stimulating Hormone ou thyrotropine 
WT : Wild Type ou Type sauvage 
ZF : zone glomérulée ou zona glomerulosa 
ZG : zone fasciculée ou zona fasciculata 
ZR : zone réticulée ou zona reticularis 
I - INTRODUCTION 
1.1- Le sepsis 
1.1.1- Définitions 
Bien que nous vivions en symbiose avec de nombreuses bactéries ou levures 
(exemple de la flore intestinale ou film protecteur à la surface de notre peau), nous devons 
être capables de nous défendre face à des bactéries pathogènes (environ 4% de l'ensemble 
des bactéries) ou d'autres micro-organismes comme des parasites, des champignons ou des 
levures voire des parasites primitifs intracellulaires obligatoires comme les virus. 
L'immunité nous permet donc de résister aux maladies infectieuses grâce à notre 
système immunitaire regroupant l'ensemble des cellules, des tissus et des molécules qui 
concourent à opposer une résistance à ces infections. La fonction physiologique du système 
immunitaire est donc de prévenir les infections et d'éradiquer les infections déclarées. La 
réaction coordonnée de ces cellules et molécules contre les germes pathogènes correspond 
ainsi à la réponse immunitaire. Parfois, les réponses innées et adaptatives du système 
immunitaire face à ces infections sont inadaptées et peuvent entraîner des conséquences 
désastreuses pouvant même provoquer la mort. Le sepsis constitue l'une de ses réponses 
inflammatoires inadéquates face à une infection microbienne systémique. En 1927, 
Gastinel et Reilly (Gastinel et Reilly, 1948) définissent l'état septicémique comme « toute 
infection générale conditionnée par des décharges massives et répétées dans le sang de 
bactéries pathogènes et de leurs poisons. Issue d'un foyer septique, appréciable ou non, 
cette migration de germes, continue ou discontinue, engendre des signes généraux graves 
tenant à de multiples embolies microbiennes, à l'action de toxines bactériennes, enfin aux 
effets nocifs des produits de dégradation cellulaires, tous symptômes laissant au deuxième 
plan le foyer infectieux initial ». Pendant plusieurs années, le terme « sepsis » pouvait être 
défini par d'autres termes comme « infection », « bactériémie », « septicémie », 
« syndrome septique » ou « choc septique » (Bihari, 1990). Cette confusion a d'ailleurs été 
mise en évidence en 1991 par plusieurs publications dont les titres en disaient long : 
« Sepsis » : clarity of existing terminology ... or more confusion? (Sibbald et al., 1991) 
ou Définitions of sepsis: have we reached a consensus? (Sprung, 1991). En 1992, un 
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consensus a été adopté par l'ACCP/SCCM (American College of Chest Physicians/Society 
of Critical Care Medecine) ayant pour but de standardiser les terminologies afm d'éliminer 
les confusions de communications entre les cliniciens et les chercheurs concernant le 
sepsis. Celui-ci devait permettre de mieux comparer les protocoles et mieux évaluer les 
interventions thérapeutiques pour optimiser l'utilisation des nouveaux traitements de la 
pathologie (Bone et al, 1992). Ce consensus a ainsi défini avec précision les symptômes 
cliniques associés à chaque stade de la réponse inflammatoire. 
Le premier stade est le SIRS pour Systemic Inflammatory Response Syndrome ou le 
syndrome de réponse inflammatoire systémique en français. Celui-ci décrivant un 
processus inflammatoire systémique face à une blessure ou un stress (pancréatites, 
traumatismes sévères, graves brûlures) en absence d'infection. Il faut au moins 2 des 
anomalies suivantes : une température corporelle inférieure à 36°C ou supérieure à 38°C, 
une fréquence cardiaque supérieure à 90 battements par minute, une fréquence respiratoire 
supérieure à 20 respirations par minute ou une PaC02 inférieure à 32 mm de mercure, une 
leucocytose supérieure à 12 000 cellules/mm3 ou inférieure à 4000 cellules/mm3 ou plus de 
10% de cellules immatures (neutrophiles). Le deuxième stade est le sepsis correspondant à 
un SIRS associé à une infection documentée (bactérie, champignons, parasites, virus). Le 
sepsis peut dégénérer en sepsis sévère (3ème stade) caractérisé par un sepsis avec des signes 
de défaillance d'au moins un organe. À ce stade, une hypoperfiision anormale est observée 
incluant une acidose lactique, une oligurie et une altération accrue du statut mental 
(encéphalopathie aigiie, confusion) et une hypotension définie par une tension artérielle 
systolique inférieure à 90 mm de mercure ou une réduction d'au moins 40 mm de mercure 
des chiffres habituels en absence d'autres causes d'hypotension. Une hypoxémie 
inexpliquée ainsi qu'une coagulopathie sont également présentes. Enfin, le processus 
inflammatoire peut culminer et aboutir au dernier stade ou choc septique, représentant ainsi 
un sepsis sévère avec une hypotension persistante (dysfonction cardio-circulatoire) malgré 
un remplissage vasculaire adéquat par des colloïdes de synthèse (gélatines), des dextrans 
(dérivées polysaccharidiques), des cristalloïdes comme le sérum physiologique ou de 
l'albumine, et/ou de drogues vaso-actives (vasopresseurs comme la dopamine, l'éphédrine, 
la vasopressine, la noradrénaline...) ou d'inotropes (dobutamine,...). Bien que les 
cliniciens et chercheurs s'inspirent encore de cette terminologie, compte tenu des nouvelles 
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connaissances sur la physiologie de ces syndromes comme le MODS (Multiple Organ 
Dysfonction Syndrome ou le syndrome de dysfonction multiple d'organe), une complication 
fréquente du SIRS (Marshall, 2000), une nouvelle conférence internationale s'est déroulée 
en 2001 sous l'égide de plusieurs sociétés. Celle-ci avait pour but d'étudier les forces et les 
faiblesses des définitions mises en place pour définir le sepsis et des conditions apparentées 
et de les améliorer. Cette conférence devait également permettre d'identifier de nouvelles 
méthodologies afin d'accroître la précision, la fiabilité et l'utilité clinique dans le diagnostic 
du sepsis (Levy et al., 2003). Il en ressort d'ailleurs la possibilité d'utiliser une 
classification complémentaire selon le système PIRO (Tableau 1) afin de tenir compte de 
la gravité de l'état des patients (Prédispositions, nature et ampleur de l'Infection, la nature 
et l'importance de la Réponse de l'hôte, le nombre de défaillances d'Organes) ainsi que 
l'éventuelle utilisation de biomarqueurs afin de mieux diagnostiquer le sepsis. Le plus 
récent guide pour les médecins afin d'essayer de standardiser les protocoles et les gestes à 
faire face à des patients en sepsis sévère a été publié en 2008 par the Society of Critical 
Care Medecine (Vincent et al., 2008). 
Tableau 1 : Le système PIRO (Prédispositions, nature et ampleur de l'Infection, la nature et 
l'importance de la Réponse de l'hôte, le nombre de défaillances d'Organes) 
(Levy et al., 2003). 
Hit PIRO system for stagint! sepsis 
Humain Présent Future Rationale 
Prédisposition 
Insult infection 
Response 
Organ dysfunction 
Premorbid iHm-ss with reduced 
probability of short term 
survival. Culturel or 
religions beliefs. agc. set 
Culture ami sensitivity of 
infcctiiiË pathogens; 
détection of disease 
amenable to source control. 
SIRS, othf r signs of sepsis, 
shoek, CRP. 
Organ dysfonction as number 
of failing organs or 
composite score 
MODS, SOFA, I.ODS. 
PKMOl), l'ELOOi. 
tlenetic polymorphisms in comportent* 
of inflammatory response (c.g.. TIR. 
TNF. IL-1, C014); enhanced 
understanding of specific interactions 
between pathogens and host diseases. 
Assav of microbid prodocts (LPS. 
mannan. bacterial DN'À); gene 
transcript profiles. 
Nonspecifîc markers of activated 
inflammation te.g., PCT or IL-61 or 
impaired host responsiveness (e.jj.. 
HLA-DR); spccific détection of tarfrt 
of therapy fe.g., protcin C. TNF. PAF). 
Dynamic measures of cellular response 
to insuit—apoptosis. cytopathic 
hypoxia. ceil stress. 
In the present. premorbid factors impact on 
the potential attribtitable morbidity and 
mortality of an acute insult; deleterious 
conséquences of insult htavily dépendent 
on lient tic prédisposition (future). 
Spécifie thérapies directe*! against incitinii 
insult require démonstration and 
characterùation of that insult. 
Both mortality risk and potential to respond 
to therapy vary with nonspeeific mcasures 
of disease severity (e.g., shockt: spccific 
mediator-targeted tlitrapy is predicated on 
prcsencc and activity of mediator. 
Response to preemptive therapy {e.g., 
targetinfi microorganism or earlv mediator) 
not possible if damage alreatSy present; 
thérapies targeting the injurious cellular 
process require tliat it be present. 
TLR, Toll-like receptor; TNF, tumor necrosis factor; IL, interletikin; LPS, lipopolysaccharide: SIRS, systemic intlammatory response syndrome; CRP, 
C-reactive proteim PCT. procalcitonin: HLA-DR, humait leukocyte antigen-DR; l'AK. platelet-activating factor, MODS. multiple organ dysfunction 
syndrome; SOFA, sepsis-relatcd organ failure assessment; I.ODS, logistk organ dysfunction system; PKMOD, pédiatrie multiple organ dysfunction; PELOl), 
pédiatrie logistic organ dysfunction. 
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1.1.2- Épidémiologie et pronostic 
Les failles dans le système de classification en vigueur encore aujourd'hui (Bone et 
al, 1992), rendent les études épidémiologiques complexes. L'une des premières grandes 
études remonte à 2001, faite sur un an et regroupant 25% de la population américaine. Les 
résultats montrent une incidence de 3 cas pour 1000 habitants (751 000 cas de sepsis 
sévère/an), avec une mortalité hospitalière de 28.6% (« 215 000 morts) (Angus et al, 
2001). Une autre étude américaine réalisée de 1979 à 2000 dans 500 hôpitaux américains a 
permis de montrer une augmentation d'incidence des cas de sepsis de 8.7 % durant cette 
période avec en revanche, une diminution de la mortalité hospitalière passant de 27.8% à 
17.9 % (Martin et al, 2003). Une étude australienne faite entre 1999 et 2003 sur 4.5 
millions de personnes rapportait une incidence de 11 sur 1000 de cas de sepsis et une 
mortalité hospitalière de 18.9% (Sundararajan et al, 2005). Une autre étude réalisée entre 
1997 et 1998 dans 8 pays différents (Europe, Canada et Israël) montrait une incidence de 
21.1% avec une mortalité pouvant aller jusqu'à 53.6% chez des patients présentant une 
infection nosocomiale en réanimation (Alberti et al., 2002). La seule étude 
épidémiologique française récente portant sur 3738 patients dans 206 centres de 
réanimations étudiés sur 15 jours en 2001 documentait 14.6% de cas de sepsis sévère avec 
une mortalité à 30 jours de 35% (Brun-Buisson et al, 2004). Au Royaume-Uni, des 
données recensées entre 1995 à 2000 dans 91 centres de réanimations sur des patients en 
sepsis sévère dans les 24 premières heures de prise en charge montraient une incidence du 
sepsis sévère de 51 pour 100 000 habitants/an avec une mortalité d'hospitalisation de 47% 
(Padkin et al, 2003). The Canadian Institute for Health Information indique que 30.5% des 
patients hospitalisés pour un sepsis sont morts comparativement à 21% de décès suite à des 
hospitalisations pour des infarctus et 11.5% morts après avoir été hospitalisés pour crises 
cardiaques entre 2007 et 2008 . Au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke, une 
étude épidémiologique faite entre 2005-2007 rapporte 150 à 250 cas en sepsis sévère ou en 
choc septique/an, avec un taux de mortalité de 41%. Bien que les différentes études 
présentées montrent une certaine variabilité d'incidence, de mortalité, de pronostic et de 
coût en fonction des pays, il est clair que le sepsis est une pathologie fréquente et ceci 
malgré les améliorations de conditions de vie et d'hygiène et que celui-ci constitue un réel 
problème de santé publique. Les infections le plus souvent liées au sepsis sont pulmonaires 
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(première source d'infection), abdominales et urinaires (Alberti et al., 2002; Annane et al, 
2003; Chuang et al, 2007). 
Plusieurs facteurs influencent le devenir du processus infectieux à savoir la 
virulence de l'agent pathogène, le traitement plus ou moins tardif, antibiothérapie 
inadaptée, l'immunodéficience de l'hôte (cancer, SIDA, traitement immunosuppresseur), 
l'âge, le sexe, les prédispositions génétiques, les antécédents médicaux, la eomorbidité 
(patients obèses ou diabétiques...). Jusqu'à présent les micro-organismes impliqués dans 
les chocs septiques étaient majoritairement des bactéries de type Gram-, puis les Gram+, les 
champignons, les parasites et les virus. Au cours des années, une augmentation croissante 
de la prévalence des bactéries Gram+ a été observée représentant maintenant 30 à 50% des 
cas (surtout S.aureus, Streptococcus pneumoniae) et une diminution de la fréquence des 
sepsis de type Gram- passant ainsi à 25-30 % (E.coli restant encore très présente) (Annane 
et al, 2005). Cette évolution semble due à l'augmentation accrue d'infections 
nosocomiales du fait de l'utilisation plus courante de cathéters et autres corps étrangers 
intravasculaires ainsi que la résistance de ces Gram+ aux antibiotiques (S.aureus doré). 
1.1.3- Pathogénicité et médiateurs de l'inflammation 
Comme l'a bien défini Hotchkiss, "le sepsis est l'apogée d'interactions complexes 
entre les micro-organismes infectieux et les réponses immunitaires, inflammatoires et de 
coagulation de l'hôte " (Hotchkiss et Karl, 2003). 
L'hôte dispose en effet de deux moyens pour se défendre, à savoir l'utilisation de 
l'immunité innée et/ou de l'immunité adaptative. L'immunité innée ou dite naturelle 
correspond à une protection rapide anti-infectieuse par des mécanismes existant déjà au 
moment de la survenue de l'infection. L'immunité innée induit des réponses rapides contre 
les microbes pratiquement identiques en cas d'infections répétées. Ce système comprend 
les barrières épithéliales, les cellules phagocytaires (neutrophiles, macrophages), les 
cellules Natural Killer, le système du complément et les cytokines. L'immunité adaptative 
est une immunité qui se développe plus lentement, déclenchée par les lymphocytes et 
stimulée par l'exposition à des agents infectieux. Contrairement à l'immunité innée, celle-ci 
est caractérisée par une spécificité plus fine pour des macromolécules distinctes et une 
« mémoire », qui est la capacité à répondre plus fortement à des expositions répétées au 
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même germe. On distingue d'ailleurs l'immunité adaptative cellulaire de l'immunité 
adaptative humorale. L'immunité adaptative cellulaire est assurée par des lymphocytes T et 
constitue le mécanisme de défense contre les germes qui survivent à l'intérieur des 
phagocytes ou qui infectent des cellules non phagocytaires. Les réponses immunitaires 
cellulaires comprennent l'activation par les lymphocytes T CD4+ des macrophages ayant 
phagocyté des microbes et la destruction par les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ des 
cellules infectées. L'immunité adaptative humorale est assurée par les anticorps produits 
par les lymphocytes B et est considérée comme le principal mécanisme de défense contre 
les microbes extracellulaires et leurs toxines. 
En présence d'un micro-organisme infectieux, le système immunitaire inné 
reconnaît des motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs ou Pathogen-
Associated Molecular Patterns) qui sont souvent des molécules de surface telles que les 
endotoxines (LPS ou lipopolysaccharides), des lipoprotéines, des acides lipotéichoïques 
(LTA), des peptidoglycanes ou d'autres molécules de la paroi externe des micro­
organismes soient des molécules relâchées lors de la lyse bactérienne (phagocytose) tels 
que des produits de chocs thermiques ou des fragments d'ADN. Ces PAMPs sont alors 
reconnus par des récepteurs spécifiques des motifs moléculaires (PPR ou Pattern 
Récognition Receptors) dont on distingue le CD14 des récepteurs de type Toll (TLRs ou 
Toll-like Receptors). Par exemple, le LPS, lipopolysaccharide à la surface des bactéries 
Gram-, peut être reconnu par le CD 14, une protéine membranaire de 55 kDa ancrée au 
niveau des glycosylphosphatidylinositols ayant une forte affinité pour le LPS ou par TLR4. 
TLR2 quant à lui reconnaît le peptidoglycane des bactéries Gram+. La liaison des 
différents TLR aux épitopes présents sur les micro-organismes active les voies de 
signalisations intracellulaires dont la mieux caractérisée est celle du facteur nucléaire NF-
jcB. Une fois activé, celui-ci va passer du cytoplasme au noyau se liant à des sites 
d'initiation de la transcription, induisant ainsi la production de cytokines pro­
inflammatoires comme le facteur de nécrose des tumeurs (TNFa ou Tumor Necrosis 
Factor) ou l'interleukine IL-ip ainsi que des cytokines anti-inflammatoires comme 
l'interleukine IL-10 (Brown et Jones, 2004). Le complément peut également jouer un rôle 
en étant activé par des complexes immuns (voie classique), des oligosaccharides 
microbiens (voie des lectines) ou divers composants de surface des pathogènes (voie 
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alterne). Cette activation du complément entraîne la production de composants comme 
C3b, C3d permettant l'opsonisation favorisant la phagocytose. Les anaphylatoxines C3a et 
C5a produites par l'activation du complément accroissent la perméabilité vasculaire, 
favorisent la contraction des muscles lisses, présentent des propriétés chimiotactiques à 
l'égard des leucocytes et induisent la production d'histamine par les mastocytes et les 
basophiles entretenant ainsi le processus inflammatoire. Les cytokines pro-inflammatoires 
stimulent les molécules d'adhésion des cellules endothéliales et des neutrophiles. Bien que 
les neutrophiles activés tuent les micro-organismes, ils fragilisent également l'endothélium 
en relâchant des médiateurs comme des protéases, des oxydants, des prostaglandines, des 
leucotriènes, qui augmentent la perméabilité vasculaire et induisent une vasodilatation tout 
en altérant la balance pro-coagulants/anticoagulants. Le sepsis est aussi responsable de 
l'augmentation de l'activité de iNOS (inducible Nitric Oxyde Synthase) augmentant la 
synthèse du monoxyde d'azote lui-même un vasodilatateur (Fig. 1). 
Figure 1 : Les réponses inflammatoires dans le sepsis. 
Tiré de (Russell, 2006). En référence au texte. 
Les cytokines pro-inflammatoires comme IL-ip et TNFa peuvent elles-mêmes 
activer le système immunitaire adaptatif en entretenant leur propre production et en 
induisant la production d'autres cytokines. Les micro-organismes stimulent également les 
réponses immunitaires adaptatives humorale et cellulaire, ce qui amplifie de surcroît 
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l'immunité innée. Les cellules B libèrent des immunoglobulines ou anticorps (dont la 
libération est facilitée par les cellules présentatrices de l'antigène) qui lient les 
microorganismes aux cellules Natural Killer et aux neutrophiles, ceux-ci pouvant ainsi les 
tuer. Les lymphocytes T helper CD4+ sont modifiés dans le sepsis en type 1 et type 2 (Thl 
et Th2), Thl sécrétant généralement des cytokines pro-inflammatoires comme TNFa et IL-
ip et Th2 sécrétant des cytokines anti-inflammatoires comme IL-4 et IL-10 (Russell, 2006). 
Ceci peut être encore beaucoup plus complexe selon qu'il s'agisse de bactéries, de 
virus, de champignons, d'une première infection ou non, selon la maturité du système 
immunitaire du patient...et d'autres mécanismes qui pourraient impliquer d'autres 
molécules et d'autres cytokines. 
La majorité des médiateurs de l'inflammation aussi bien pro-inflammatoires 
qu'anti-inflammatoires sont indispensables à la mise en place d'une réponse anti­
infectieuse et il existe un équilibre fragile entre eux (Fig. 2). Dans le cas du sepsis, il y a 
une production exacerbée de la majorité de ces médiateurs qui fait en sorte que la 
« machine s'emballe ». Cela complique d'autant plus les approches thérapeutiques dans le 
cadre du sepsis que la neutralisation totale de ces différents médiateurs pourrait s'avérer 
délétère pour maîtriser l'agression microbienne. 
Figure 2 : Équilibre des facteurs pro et anti-inflammatoires dans la réponse anti-infectieuse. 
Tiré et modifié de (Bollaert et Annane, 2000) Corticoïdes et choc septique, p246-257. PAF = 
Platelet-Activating Factor, MCP-1 = Monocyte Chemotactic Protein-1, sTNFR = soluble TNF 
Receptor, IRAP = Interleukine-1 Receptor Antagonist Protein, IL = interleukines, MIF = 
Macrophage Migration Inhibitory Factor. 
i 
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1.2- L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (H.H.S) et le sepsis 
1.2.1- L'axe hypothalamo-hypophysaire 
1.2.1.1- Notions générales de l'axe hypothalamo-hypophysaire 
L'hypothalamus (hupo = au-dessous) est une petite partie du diencéphale située au 
dessous du thalamus et formant le plancher ainsi qu'une partie de la paroi du troisième 
ventricule. Il est constitué d'une douzaine de noyaux répartis en 4 grandes régions dont la 
région supraoptique {supra = au dessus; optikos = relatif à la vue) située au dessus du 
chiasma optique, qui contient les noyaux paraventriculaire, supraoptique, hypothalamique 
antérieur et suprachiasmatique et plusieurs noyaux spécialisés. Les axones issus des noyaux 
paraventriculaire et supraoptique forment le faisceau hypothalamo-hypophysaire qui 
s'étend jusqu'à la neurohypophyse à travers l'infundibulum (entonnoir). L'éminence 
médiane est une région qui relie l'hypothalamus à l'hypophyse (Fig. 3). 
L'hypophyse est une structure ovoïde mesurant 1 à 1.5 cm de diamètre chez 
l'homme. Cette glande endocrine est située dans la selle turcique (Maxime et al, 2007) de 
l'os sphénoïde et est relié à l'hypothalamus par l'éminence médiane et l'infundibulum qui 
relie l'hypothalamus et l'hypophyse postérieure (Fig. 4). L'hypophyse est divisée en 2 
entités anatomiquement et fonctionnellement distinctes. 
L'adénohypophyse (adên = glande; hupophusis = croissance en dessous) encore 
appelé lobe antérieur ou hypophyse antérieure constitue environ 75% de la masse totale de 
la glande. Cette région est constituée de 5 types cellulaires différents sécrétant six 
hormones différentes : les cellules somatotropes, les cellules thyrotropes, les cellules 
gonadotropes, les cellules lactotropes et les cellules corticotropes. 
La neurohypophyse encore appelé lobe postérieur ou hypophyse postérieure 
contient les axones et les terminaisons axonales de plus de 10 000 neurones dont les corps 
cellulaires sont situés dans les noyaux supraoptique (SON) et paraventriculaire (PVN) de 
l'hypothalamus et cheminent à travers l'éminence médiane au niveau du faisceau 
hypothalamo-hypophysaire. Les terminaisons axonales dans la neurohypophyse sont 
associées à des cellules gliales spécialisées appelées pituicytes. 
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Il existe également une troisième région appelée la zone intermédiaire ou encore 
lobe intermédiaire ou pars intermédia qui s'atrophie pendant le développement fœtal chez 
l'homme ne formant plus ainsi un lobe distinct à l'âge adulte (Fig. 3). 
Il existe, au niveau de cet axe hypothalamo-hypophysaire, un système circulatoire 
particulier appelé le système porte hypothalamo-hypophysaire dans lequel le sang 
circule entre 2 réseaux capillaires sans passer par le cœur. Ici, les artères hypophysaires 
supérieures donnent naissance au plexus primaire, un réseau de capillaires à la base de 
l'hypothalamus à partir duquel le sang passe dans les veines portes hypophysaires qui 
longent la face externe de l'infundibulum. Dans l'adénohypophyse, les veines portes 
hypophysaires se subdivisent de nouveau pour former le plexus secondaire, un autre réseau 
de capillaires qui va se déverser dans les veines hypophysaires antérieures qui irriguent les 
tissus cibles de l'organisme. L'irrigation sanguine au niveau de la neurohypophyse est 
assurée par les artères hypophysaires inférieures qui se jettent dans le réseau capillaire du 
lobe postérieur où en ressortent les veines hypophysaires postérieures se dirigeant dans les 
tissus cibles (Fig. 4). 
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Figure 3 : L'hypothalamus (noyaux hypothalamiques) et l'hypophyse 
Figure adaptée de « An introduction to Neuroendocrinology ». Ed. Richard Brown (1998), chapitre 
4, page 41, figure 4.1. L'hypothalamus est délimité antérieurement par le chiasma optique (OC), 
dorsalement par le sulcus hypothalamique qui le sépare du thalamus et caudalement par les noyaux 
mammillaires. L'éminence médiane contient le plexus primaire et les veines portales hypophysaires 
qui vont jusqu'à la pars tubercularis (adénohypophyse). La neurohypophyse consiste en la pars 
nervosa et Yinfundibidwn. Ah = hypothalamus antérieur, ARC = noyau arqué, DMN = noyau 
dorso-médian, Ih = hypothalamus latéral, PH, hypothalamus postérieur, POA = aire pré=optique, 
PVa = noyau périventriculaire antérieur, PVN = noyau paraventriculaire, SCN = noyau 
supraoptique, VMN = noyau ventro-niédian. 
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Figure 4 : L'hypophyse, l'hypothalamus et leur vascularisation. 
Tiré de Tortora Grabowski, « Principes d'anatomie et de physiologie », Éditions du Renouveau 
Pédagogique, 2001, p.605. L'encart en haut à droite indique que les hormones de libération et 
d'inhibition synthétisées par les neurones hypothalamiques sont transportées par les axones et 
libérées au niveau des terminaisons axonales. Les hormones diffusent dans les capillaires du plexus 
primaire du système porte hypothalamo-hypophysaire et sont transportées par les veines portes 
hypophysaires jusqu'au plexus secondaire pour être distribuées aux cellules cibles de 
l'adénohypohyse. 
1.2.1.2- Rôle de l'axe hypothalamo-hypophysaire 
Le principal rôle de l'hypothalamus est de maintenir l'homéostasie générale. Ainsi, 
des influx sensitifs émis par des récepteurs somatiques et viscéraux parviennent à 
l'hypothalamus par l'intermédiaire de voies afférentes. À l'intérieur même de celui-ci 
existent des récepteurs qui enregistrent sans cesse la pression osmotique, plusieurs 
concentrations hormonales ainsi que la température du sang. 
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L'un des rôles de l'hypothalamus est la régulation du système nerveux autonome 
(SNA). En effet, il régit et intègre les activités du SNA, qui lui même contrôle la 
contraction des muscles lisses et cardiaques ainsi que la sécrétion de nombreuses glandes. 
En émettant des axones vers les noyaux sympathiques et parasympathiques du tronc 
cérébral et de la moelle épinière, l'hypothalamus constitue, par l'intermédiaire du SNA, un 
important régulateur des activités viscérales (fréquence cardiaque, mouvement des aliments 
dans le tube digestif, contraction de la vessie). L'hypothalamus a également pour rôle la 
régulation des émotions et des comportements en interaction avec le système limbique en 
contrôlant la colère, l'agressivité, la douleur, le plaisir et les comportements associés à 
l'excitation sexuelle. L'hypothalamus permet aussi de réguler l'apport des aliments et des 
liquides par l'intermédiaire de trois centres. Le centre de la faim produit les sensations de 
faim. Lorsque l'apport alimentaire est suffisant, le centre de la satiété est stimulé et produit 
des influx nerveux inhibant le centre de la faim. L'augmentation de la pression osmotique 
du liquide extracellulaire stimule des cellules du centre de la soif qui produisent alors cette 
sensation de soif. L'apport de liquide rétablit l'équilibre osmotique, supprime la stimulation 
et ainsi la sensation de soif. 
L'hypothalamus régule la température corporelle. Si le sang est trop chaud, celui-ci 
commande le SNA de déclencher des activités favorisant la déperdition de chaleur et à 
l'inverse, si la température du sang est trop basse, l'hypothalamus produit des influx 
nerveux favorisant la production et la conservation de chaleur. L'hypothalamus contrôle 
également le cycle quotidien du sommeil en contrôlant les rythmes circadiens et les états de 
conscience grâce au noyau suprachiasmatique. 
Enfin, l'hypothalamus a pour rôle de contrôler le système endocrinien. 
Premièrement, il libère des hormones de régulation dans le réseau de capillaires situés dans 
l'éminence médiane qui, entraînées par la circulation sanguine, parviennent directement à 
l'adénohypophyse où elles stimulent ou inhibent la sécrétions des hormones hypophysaires 
comme indiqué dans le Tableau 2 (Fig. 4, encart en haut à droite). 
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Tableau 2 : Hormones de libération et d'inhibition sécrétées par les cellules neurosécrétrices de 
l'hypothalamus. 
Hormone hypothalamiques 
de libération 
Hormones hypothalamiques 
d'inhibition 
Hormones 
adénohypophysaires 
GHRH ou somatocrinine GHIH ou somatostatine Hormone de croissance hGH 
TRH ou Thyréolibérine GHIH ou somatostatine TSH ou thyrotropine 
GnRH ou Gonadolibérine FSH ou hormone 
folliculostimulante, LH ou 
hormone lutéinisante 
PRH ou hormone de libération 
de la prolactine et TRH 
Dopamine ou facteur 
d'inhibition de la prolactine 
(DAouPM) 
PRL ou Prolactine 
CRH ou Corticolibérine ** ACTH ou corticotrophine 
CRH ou Corticolibérine Dopamine MSH ou hormone 
mélanotrope 
Deuxièmement, les corps cellulaires des neurones situés dans les PVN et SON 
sécrètent de l'ocytocine et la vasopressine (AVP), encore appelée hormone antidiurétique 
(ADH). Les axones de ces neurones traversent l'infundibulum, transportent ces hormones 
jusqu'à la neurohypophyse qui les emmagasine et les libère (Fig. 5). La vasopressine est un 
nonapeptide (1084 Da) principalement synthétisé par les neurones magnocellulaires du 
noyau supraoptique (SON) et du noyau paraventriculaire (PVN) ainsi que par les neurones 
parvocellulaires (PVN) de l'hypothalamus. Le système magnocellulaire communique 
directement avec la neurohypophyse alors que le système paraventriculaire est en relation 
avec l'hypophyse antérieure (Gallo-Payet et al., 2008). 
15 
Noyau paravontrieula»» 
Cellule reuroséerétric© 
Noyau supraoptique — 
HYPOTHALAMUS 
Crwasma 
optique 
infundibulum 
Faisceau hypomaiamo-hypoqfîy6ai''e 
Terminaison axonato 
NEUROHYPOPHYSE ADÉNOHYPOPHYSE 
Figure 5 : Les cellules neurosécrétrices de l'hypothalamus. 
Tiré de Tortora Grabowski, « Principes d'anatomie et de physiologie », Éditions du Renouveau 
Pédagogique, 2001, p.610. Les axones des neurones magnocellulaires de l'hypothalamus forment le 
faisceau hypothalamo-hypophysaire, qui s'étant des PVN et SON jusqu'à la neurohypophyse. Les 
hormones synthétisées dans le corps cellulaire de ces neurones sont enveloppées dans des vésicules 
de sécrétion qui se rendent dans les terminaisons axonales. Les influx nerveux déclenchent la 
libération des hormones par exocytose (ocytocine et vasopressine). 
L'hypophyse a longtemps été considérée comme la glande endocrine maîtresse car 
elle sécrète plusieurs hormones qui régissent l'activité d'autres glandes endocrines. Chaque 
partie de l'hypophyse a un rôle différent. Parmi les sept hormones produites par 
l'adénohypophyse, les cellules corticotropes synthétisent la corticotrophine encore appelée 
l'ACTH (adrenocorticotropic hormone) responsable de la sécrétion des glucocorticoïdes 
(GC) par le cortex surrénalien. Ces mêmes cellules corticotropes, vestiges de la pars 
intermedia sécrètent également l'hormone mélanotrope MSH (Melanocyte-Stimulating 
Hormone) (Tableau 2). La neurohypophyse ne synthétise pas d'hormones mais 
emmagasine et libère l'ocytocine et la vasopressine produites par les cellules de 
l'hypothalamus (Fig. 5). 
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1.2.2- La glande surrénale 
1.2.2.1- Situation anatomique et morphologie 
Les glandes surrénales sont au nombre de deux et coiffent chaque rein. Chez 
l'homme, leur forme pyramidale aplatie est souvent comparée à la forme d'un chapeau de 
gendarme. Chez l'adulte, elles pèsent de 3.5 à 5 g, ce qui représente la moitié de leurs poids 
à la naissance et sont richement vascularisées (Fig. 6). Chez le rat, les glandes sont plus de 
forme ovoïde. Ces deux petites glandes sont essentielles à la vie. En effet, leur ablation ou 
la perte totale de celles-ci mène à la mort en quelques jours par déshydratation et 
déséquilibre hydrolytique du fait de la non production d'hormones stéroïdes normalement 
produites par le cortex. 
La glande surrénale est entourée d'une capsule fibreuse de tissu conjonctif servant 
de protection. La glande est formée de deux grandes régions qui différent autant du point de 
vue structural que fonctionnel : le cortex et la médullosurrénale (Fig. 8). Chez l'adulte, le 
cortex surrénalien est divisé en trois zones. La couche externe située immédiatement sous 
la capsule est appelée la zone glomérulée (zona glomerulosa). Celle-ci est constituée de 5 à 
6 couches de cellules riches en gouttelettes lipidiques disposées en amas sphériques et en 
colonnes arquées autour d'un capillaire. La zone fasciculée {zona fasciculata), la couche 
intermédiaire, est la plus large des trois couches. Ses cellules, plus volumineuses et plus 
riches en gouttelettes lipidiques que celles de la zone glomérulée forment de longs cordons 
centripètes. La zone réticulée (zona reticularis) est contigue à la fasciculée et en contact 
avec la zone médullosurrénale. La médullosurrénale, quand à elle, est constituée de 
cellules appelées chromaffïnes organisées autour de larges vaisseaux sanguins. Ces cellules 
sont innervées directement par des neurones préganglionnaires de la partie sympathique du 
SNA et proviennent du même tissu embryonnaire que tous les autres neurones 
sympathiques postganglionnaires. Ces cellules originaires de la crête neurale migrent et se 
différencient en cellules chromaffines sous l'influence des stéroïdes du cortex (Pohorecky 
et Wurtman, 1971; Axelrod et Reisine, 1984). 
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Figure 6 : Situation et vascularisation des glandes surrénales. 
Tiré de Tortora Grabowski, « Principes d'anatomie et de physiologie », Éditions du Renouveau 
Pédagogique, 2001, p.620. 
Zone glomérulée 
Zone fcsciculée 
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Figure 7 : Morphologie d'une glande surrénale de rat adulte. 
Tiré du mémoire de maîtrise de Nicole Gallo-Payet, 1976. La glande surrénale est composée de 
deux régions principales : le cortex et la médullosurrénale. Le cortex est composé de la zone 
glomérulée (ZG), la zone fasciculée (ZF) et la zone réticulée (ZR). Au centre, la médulla (M). 
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Figure 8 : Structure de la glande surrénale adulte. 
Coupe d'une glande surrénale humaine. À droite, une coupe histologique représentant les 
différentes régions de la glande surrénale : la capsule, le cortex surrénalien (ZG, ZF et ZR) et la 
médullosurrénale. À gauche, un schéma représentatif de la coupe histologique. Figure adaptée du 
mémoire de maîtrise de Nicole Gallo-Payet (1976) 
1.2.2.2- La synthèse des hormones cortico-swrrénaliennes 
La stéroïdogénèse ou la biosynthèse des hormones stéroïdes se fait à partir d'un 
même précurseur, le cholestérol (Boyd, 1963) dont l'apport vient à environ 80% de la 
circulation sanguine par les LDL (Low-Density Lipoproteins ou lipoprotéines à faible 
densité) (Goldstein et al., 1985) ou les HDL (High-Density Lipoprotéins ou lipoprotéines à 
haute densité) selon les espèces. La glande surrénale peut également synthétiser du 
cholestérol de novo à partir d'acétyl coenzyme A. La proportion apport exogène 
(absorption intestinale ou lors de la syndièse hépatique) versus la synthèse endogène 
dépend des espèces animales et de l'état physiologique des individus. Le cholestérol est 
stocké dans des gouttelettes lipidiques sous forme d'esters de cholestérol. Le transport du 
cholestérol se fait via la protéine SCP-2 (Sterol Carrier Protein-2) au niveau des 
membranes internes des mitochondries et la protéine StAR (Steroidogenic Acute 
Reguîatory Protein) permet l'entrée du cholestérol dans la mitochondrie. Une fois dans la 
membrane interne de la mitochondrie, le cholestérol est transformé en prégnénolone sous 
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l'action enzymatique du cytochrome P450scc (Choiesterol Side-Chain-Cleavagè). Les 
étapes suivantes se font au niveau du réticulum endoplasmique lisse où l'enzyme 30HSD 
(3(3-Hydroxystéroïde déhydrogénase/A5-À4 isomérase) convertit la prégnénolone en 
progestérone puis en 11-deoxycorticostérone et en 11-déoxycortisol sous l'action du 
cytochrome P450C21 (21a-hydroxylase). La dernière étape de biosynthèse pour la 
formation d'aldostérone se fait dans les mitochondries. 
Chez l'homme, la présence du cytochrome P450C17 (17a-hydroxylase/17-20 lyase) 
dans les zones fasciculée et réticulée permet la transformation de la prégnénolone en 17-
hydroxy-progestérone qui pourra ainsi donner le cortisol dans la zone fasciculée et les 
androgènes dans la zone réticulée (Fig. 9). Il est important de noter que la Fig. 9 est un 
schéma simplifié de la stéroïdogénèse dans la glande surrénale humaine afin de simplifier 
la compréhension de celle-ci. En effet, la zone glomérulée synthétise majoritairement des 
minéralocorticoïdes, la zone fasciculée sécrète des glucocorticoïdes (cortisol et 
corticostérone) mais également de petites quantités d'androgènes et la zone réticulée 
produit principalement des androgènes ainsi qu'un peu de glucocorticoïdes et d'estrogène. 
Les rats ne possèdent pas l'enzyme P450C17, ce qui explique l'absence de cortisol 
et de DHEA chez cette espèce. La corticostérone, chez les rongeurs est donc produite dans 
la zone fasciculée majoritairement mais également dans la zone glomérulée (Conley et 
Bird, 1997). Le cytochrome P450aldo (P450C11B2) est spécifique de la zone glomérulée 
pour aboutir à la formation de l'aldostérone, tandis que le P450C11 (P450C11B1) est 
spécifique de la zone fasciculée pour permettre la formation du cortisol à partir du 11-
désoxycortisol (Arlt et Stewart, 2005). 
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Figure 9 : La stéroïdogénèse dans la glande surrénale humaine. 
Schéma tiré de (Arlt et Stewart, 2005). La stéroïdogénèse simplifiée dans chaque zone du cortex 
surrénalien. Biosynthèse des minéralocorticoïdes qui participent au maintien de l'équilibre hydrique 
et électrolytique (d'où le terme "Sait" pour sel) principalement dans la zone glomérulée 
(aldostérone). Biosynthèse des glucocorticoïdes (cortisol/corticostérone) ayant un rôle dans la 
régulation du métabolisme et dans la réponse au stress (d'où le terme "Sugar" pour sucre) 
majoritairement dans la zone fasciculée. Biosynthèse des androgènes (DHEA, DHEAs), (d'où le 
terme "Sex" pour sexe) surtout dans la zone réticulée. 
La plupart des hormones stéroïdes ainsi synthétisées par la glande surrénale sont 
transportées vers leurs tissus cibles à l'aide de protéines plasmatiques de type CBG 
(Corticosteroïd Binding Globulirt) appelée aussi transcortine, mais 10% du cortisol circule 
sous forme libre. L'aldostérone est sous forme libre à 50% et peut ainsi être disponible plus 
rapidement pour participer à la régulation très fine de l'équilibre hydrique et électrolytique. 
La demi-vie de l'aldostérone est de 30 min et celle du cortisol de 80 min. 
1.2.2.3- Rôle des hormones stéroïdes de la glande surrénale 
Les hormones stéroïdes sont responsables du maintien de l'homéostasie générale de 
l'organisme, en permettant la stabilisation de la pression artérielle et du volume sanguin, du 
métabolisme général, du système immunitaire et du système nerveux. Ces hormones sont 
également impliquées dans la réponse au stress. 
Les cellules de la zone glomérulée sécrètent majoritairement les minéralocorticoïdes 
(dont le principal est l'aldostérone) qui permettent le maintien hydrique et électrolytique et 
agissent particulièrement sur la concentration des ions sodium (Na4) et potassium (K*). 
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L'aldostérone exerce son action sur les tubules distaux du rein pour augmenter la 
réabsorption de Na+, prévenant ainsi la baisse de cet ion dans le sang. L'aldostérone 
favorise en même temps l'excrétion de K+ et de H* dans les urines. Cette « évacuation » des 
acides du corps contribue à prévenir l'acidose. 
Les principaux glucocorticoïdes, soit le cortisol chez l'homme (95% de l'activité 
des GC) et la corticostérone chez les rongeurs sont surtout sécrétés par les cellules de la 
zone fasciculée. Les GC accélèrent la dégradation des protéines surtout dans les fibres 
musculaires, produisant ainsi l'augmentation de la libération des acides aminés dans le 
sang. Ces acides aminés peuvent ainsi être utilisés par les cellules du foie synthétisant de 
nouvelles protéines plasmatiques (enzymes nécessaires aux réactions métaboliques) ou par 
d'autres cellules pour la production d'ATP. Ces GC jouent également un rôle important 
dans la formation du glucose en favorisant la néoglucogenèse par les hépatocytes. Ils 
stimulent la lipolyse soit la dégradation des triglycérides et la libération d'acides gras par le 
tissu adipeux. Les glucocorticoïdes jouent un rôle important dans la réponse au stress. En 
effet, l'augmentation du glucose fournit aux cellules une source accessible d'ATP pour 
combattre les agents stressants (exercice, jeûne, peur, températures extrêmes, infections, 
hémorragies, traumatismes...). Ils rendent aussi les vaisseaux sanguins plus sensibles aux 
autres médiateurs qui causent la vasoconstriction et favorisent une augmentation de la 
pression artérielle. Les GC ont aussi un effet anti-inflammatoire puissant en inhibant les 
cellules engagées dans les réponses inflammatoires. Ils abaissent le nombre de mastocytes, 
réduisant ainsi la libération d'histamine, ralentissent la libération de cytokines, réduisent la 
perméabilité des vaisseaux sanguins et répriment la phagocytose. En revanche, ces effets 
induisent un retard dans la réparation des tissus conjonctifs (ralentissement de la 
cicatrisation). Ainsi les GC diminuent la réponse immunitaire et peuvent même la réprimer 
à fortes doses. 
Enfin, le cortex surrénalien synthétise la DHEA et la DHEAs en partie par les 
cellules de la zone réticulée qui sont des précurseurs pour la synthèse des androgènes 
gonadiques. 
Au niveau de la médullosurrénale, les cellules chromafïines sont majoritaires et 
sécrètent l'adrénaline (Ad) et la noradrénaline (NA). L'on retrouve aussi d'autres types 
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cellulaires produisant de nombreux neurotransmetteurs et neuropeptides (Winkler et al., 
1986). On retrouve notamment la vasopressine, les enképhalines, le NPY (neuropeptide Y), 
la substance P, le facteur natriurétique, le PACAP (Pituitary Adenyîate Cyclase-Activating 
Peptide) et même de l'ACTH et du CRH...(Ehrhart-Bornstein et al., 1998; Gallo-Payet et 
Guillon, 1998). L'Ad et la NA, qui font parties des catécholamines, sont des hormones 
sympathomimétiques car leurs effets imitent ceux de la partie sympathique du SNA. Elles 
sont à l'origine de la réaction de lutte et de fuite qui survient en situation de danger et elles 
sont impliquées dans la réponse précoce au stress. Contrairement aux hormones du cortex, 
elles ne sont pas essentielles à la vie. L'Ad et la NA augmentent la fréquence cardiaque et 
la force de contraction du cœur avec pour conséquence l'augmentation du débit cardiaque 
et de la pression artérielle. Le débit sanguin est augmenté pour approvisionner le cœur, le 
foie, les muscles squelettiques et le tissu adipeux. Ces catécholamines dilatent les voies 
aériennes des poumons pour augmenter la respiration et augmentent également la 
concentration sanguine en glucose et en acides gras (apport d'énergie aux tissus pour agir). 
1.2.2.4- La régulation de la sécrétion des hormones du cortex et de la médulla 
L'hypothalamus et l'hypophyse jouent un grand rôle dans la régulation de la 
sécrétion des GC et de la DHEA mais ont un rôle plus marginal dans la sécrétion 
d'aldostérone. Ainsi, la sécrétion d'aldostérone peut être stimulée par l'ACTH, l'AVP 
(Gallo-Payet et Guillon, 1998), la sérotonine (Lefebvre et al., 1998), le NPY (Nussdorfer et 
Gottardo, 1998), mais également et surtout par le système rénine-angiotensine II à travers 
l'Ang II (Vinson et Ho, 1998). Cette régulation est d'autant plus complexe que la glande 
surrénale elle-même produit des composés qui modulent les niveaux de l'ensemble de ces 
hormones dans des conditions normales et/ou pathologiques. Par exemple, la DHEA inhibe 
la libération de corticostérone dans des cultures de cellules de la zone réticulée chez des 
rats en diminuant la production de cAMP, l'expression de la protéine StAR, l'activité de 
P450scc et de la 11 (3-hydroxylase (Chang et al, 2003; Chang et al., 2008). On se retrouve 
donc avec une régulation neuroendocrine mais également paracrine voir même autocrine 
(Bornstein et Vaudry, 1998; Ehrhart-Bornstein et Hilbers, 1998). Les autres cellules 
présentes dans la glande surrénale (cellules endothéliales, cellules immunitaires, 
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mastocytes...) et la présence de fibres nerveuses participent aussi à cette régulation (Fig. 
10) (Hinson et Kapas, 1998; Remy-Jouet et al., 1998; Szalay et al., 1998). 
Les cytokines jouent aussi un rôle primordial dans la régulation de sécrétion des 
hormones stéroïdes du cortex. Elles proviennent soit de cellules de l'axe hypothalamo-
hypophysaire, de la glande surrénale ou du système immunitaire (Bornstein et al., 2004a). 
Les cytokines pro-inflammatoires qui sont sécrétées par le cortex de la glande surrénale 
sont principalement IL-6, TNFa (Gonzalez-Hernandez et al, 1996), IL-1 (Gonzalez-
Hernandez et al., 1995) (IL-1(3, IL-la), le MIF, INFy et TGFpi (Tumor Growth Factor 
beta 1). IL-6 et TNFa sont retrouvés dans la zone glomérulée, INFy dans la zone fasciculée 
et réticulée et TGFjîl dans la zone fasciculée (Judd, 1998). Les zones fasciculée et réticulée 
expriment aussi IL-18 qui stimule les cellules immunitaires (Sekiyama et al., 2005a; 
Sekiyama et al., 2005b; Sekiyama et al., 2006), l'expression d'IL-18 étant elle-même 
stimulée par l'ACTH (Park et al., 2007). Des cytokines sont également produites par des 
cellules du système immunitaire. Par exemple, les macrophages, infiltrés dans le cortex 
surrénalien (zone réticulée), expriment des molécules de la phagocytose mais également IL-
1, IL-6, TNFa, MIF et des peptides comme VIP (Ehrhart-Bornstein et al, 1998). IL-la et 
IL-ip stimulent la sécrétion des GC mais inhibent la sécrétion induite par l'Ang II. IL-6 
stimule la libération de glucocorticoïdes chez des souris avec une colite tout comme IL-la 
et IL-1(3 (Franchimont et al., 2000). Il a également était montré qu'IL-6 stimule la 
libération de cortisol et d'ACTH mais que son application à long terme induit la diminution 
d'ACTH malgré des taux de cortisol élevés, suggérant son effet direct sur le cortex 
surrénalien. Il semblerait même qu'IL-6 stimule également la production d'androgènes 
surrénaliens (Bornstein et Chrousos, 1999). IL-2 stimule la sécrétion des GC chez le rat. 
TNFa au contraire, inhibe la production de cortisol induite par l'ACTH dans la surrénale 
(Jaattela et al, 1991). 
Tout ceci met en évidence la notion d'une forte interaction paracrine et endocrine 
entre le système immunitaire et le système endocrinien au niveau de la glande surrénale, 
importante notamment dans des états cliniques comme le sepsis ou les phénomènes 
d'inflammation (Ehrhart-Bornstein et al, 1998) comme montré dans la Fig. 11 (Marx et 
al, 1998). 
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Figure 10 : Régulation multifactorielle des sécrétions stéroldes dans la cortico-surrénale. 
Schéma tiré de (Ehrhart-Bornstein et al., 1998). Au sein même de la glande surrénale, les 
interactions entre la glande et son système immunitaire interne (lymphocytes T, macrophages...) 
par différentes cytokines (Interleukine-1, Interleukine-2, TNFa...); l'innervation de celle-ci (nerf 
splanchnique et les fibres catécholinergiques peptidergiques); sa vascularisation (production 
d'endothéline-1 par les cellules endothéliales, le monoxyde d'azote, adrénomédulline, rôle du flux 
sanguin); les interactions entre les cellules chromafïînes de la médullo-surrénale et les cellules du 
cortex (catécholamines, neuropeptides, sérotonine régulant la sécrétions des GC dans le cortex); le 
système rénine-Ang II régulant la production d'aldostérone; les facteurs de croissance (FGF, IGF, 
TGF); le système opioïdes et le système CRH/ACTH intra-surrénalien interagissent ensemble pour 
contrôler la production des stéroïdes du cortex. 
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Figure 11 : Concept des interactions entre le système immunitaire et Taxe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien. 
Schéma tiré de (Marx et al., 1998). Un stimulus antigénique permet l'activation du système 
immunitaire. En première réponse, les macrophages du compartiment phagocytotique deviennent 
activés et libèrent des cytokines inflammatoires (TNFa, EL-1, IL-6, DL-12). Ils permettent ensuite la 
présentation d'antigène via les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe II aux 
cellules T "helpers" attirées sur le site d'inflammation. Ces cytokines produites au site 
d'inflammation semblent activer l'axe hypothalamo-hypophysaire surrénalien, induisant la 
production d'ACTH permettant la libération d'hormones stéroïdiennes (androgènes, GC). Les 
androgènes semblent induire une différenciation des LT "helpers" en Thl produisant IFNy et EL-2 
(pro-inflammatoire) alors que les GC permettraient un différenciation du sous groupes Thl présents 
dans la phase précoce de l'inflammation en Th2 produisant des cytokines comme IL-3, 4,5,10 (anti­
inflammatoires). Il y a également une boucle de rétrocontrôle des GC sur l'axe hypothalamo-
hypophysaire régulant la sécrétion d'ACTH. 
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1.2.3- L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien lors du sepsis 
1.2.3.1- Réponses de l'axe HHS lors du sepsis 
À l'état basai, chez l'homme non stressé, le cortisol est sécrété selon un cycle 
circadien, diurne, avec des taux plasmatiques atteignant un pic le matin avant le réveil et 
des niveaux plus bas en fin de journée avant les heures de sommeil (Mesotten et al, 2008). 
Chez les rongeurs, ce rythme circadien est inversé, ceux-ci étant plus actifs la nuit. La CRH 
(Corticotropin-Releasing Hormone) synthétisée par certains neurones du noyau 
paraventriculaire (PVN) hypothalamique est relâchée dans le système porte au niveau de 
Péminence médiane (Ulrich-Lai et al., 2006). Ce peptide de 41 acides aminés (Vale et al., 
1981), en se liant à ses récepteurs CRH-R1 situés au niveau de la membrane des cellules 
corticotropes de l'adénohypophyse (Grammatopoulos et Chrousos, 2002), stimule une 
cascade d'événements intracellulaires qui mènent à la synthèse d'ACTH. Celui-ci ainsi 
produit au niveau de l'hypophyse antérieure, contrôle et induit la synthèse des 
glucocorticoïdes par la glande surrénale (Garren et al, 1965; Gallo-Payet et Payet, 2003). 
L'hormone adrénocorticotrope (ACTH) agit directement sur les cellules du cortex 
surrénalien en se liant à ses récepteurs spécifiques MC2 (Melanocortin type 2 receptor) à 7 
domaines transmembranaires (Mountjoy et al., 1992). Ces récepteurs sont couplés aux 
protéines Gs, qui stimulent les enzymes adénylyl cyclases (AC) pour produire l'AMP 
cyclique (AMPc), qui permet l'activation subséquente de la protéine kinase A (PKA) qui 
induit la sécrétion des stéroïdes (Cote et al, 2001; Gallo-Payet et Payet, 2003). Les GC 
ainsi produits sont libérés dans la circulation générale. L'élévation des taux plasmatiques de 
ces GC exerce une rétro-inhibition sur la sécrétion de CRH et par conséquent sur la 
libération d'ACTH par l'adénohypophyse. 
Lors du sepsis, la production de GC est augmentée non seulement par l'ACTH mais 
aussi par plusieurs stimuli indépendants de l'ACTH et ainsi donc indépendamment de la 
rétro-inhibition exercée par les GC sur l'ACTH et sur la CRH. 
A l'état physiologique, l'AVP est libérée de façon tonique dans le plasma à une 
concentration autour de 2 pmol/1 (10"12M), seulement 10-20% d'AVP fonctionnelle peut 
être rapidement libérée et sa demi-vie est très courte (5-15 min) (Holmes et al., 2001). 
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L'AVP agit en se liant à ses récepteurs. La liaison au récepteur Via (VlaR) est 
principalement située au niveau du muscle lisse (induit une vasoconstriction) et au niveau 
de la glande surrénale pour induire la sécrétion de cortisol, d'aldostérone (cortex) et de 
CRH (médulla). La liaison au récepteur Vlb (VlbR ou V3) dans l'adénohypophyse et dans 
la zone médullo-surrénale, induit la synthèse et la libération d'ACTH. En se liant à son 
récepteur V2 (V2-R) au niveau rénal (tube collecteur et endothélium rénal, plaquettes), la 
vasopressine induit une augmentation de la perméabilité de l'eau, une vasodilatation des 
vaisseaux rénaux et une agglutination plaquettaire (Lauzier et al., 2003; Tanoue et al., 
2004; Barrett et al., 2007; Russell, 2007; Gallo-Payet et al, 2008). L'AVP avec ses 
propriétés vasoactive et antidiurétique est importante pour contrôler l'homéostasie de 
l'organisme (Russell, 2007). La production de cortisol induit également un rétrocontrôle 
négatif sur la libération d'AVP. Il semble que ce soit l'énorme libération d'AVP (Sharshar 
et al, 2002) dans la circulation systémique qui conduit à une disponibilité déficiente de 
l'hormone (déplétion) (Landry et al., 1997; Holmes et al., 2001; Sharshar et al, 2003a). Le 
sepsis a plusieurs conséquences graves en produisant des réponses altérées de l'axe HHS 
qui entraînent la perte du cycle circadien ainsi qu'une redistribution de la perfusion 
tissulaire et une hypotension. 
Un nouvel acteur joue un rôle important au niveau de l'axe HHS dans le sepsis : 
l'apéline (APL), longtemps considéré comme un inhibiteur naturel de l'effet antidiurétique 
de l'AVP (Llorens-Cortes et Beaudet, 2005). Cette molécule a été découverte en 1998 
(Tatemoto et al, 1998) comme étant le ligand naturel endogène d'un récepteur orphelin 
humain de 380 acides aminés, APJ (angiotensin receptor-like 1), lui-même découvert en 
1993 (O'dowd et al, 1993). La particularité de ce récepteur est qu'il partage 31% 
d'homologie avec le récepteur de type 1 de l'Ang II (ATI). Sa partie active semble être 
l'apéline-13, isoforme de petite taille issue du clivage de la pro-apéline, son précurseur 
(Kleinz et Davenport, 2005). Curieusement, malgré sa forte homologie protéique avec le 
récepteur ATI, l'Ang II ne se lie pas avec l'APJ. L'apéline et son récepteur se retrouvent 
principalement au niveau des SON et PVN de l'hypothalamus (Reaux et al., 2002) et sont 
libérés dans l'hypophyse antérieure et postérieure (Reaux-Le Goazigo et al, 2007). Ils sont 
également retrouvés au niveau de l'hyppocampe où ils exerceraient un rôle neuroprotecteur. 
En effet, O'donnell et al. ont mis en évidence que l'activation de l'APJ neuronal par 
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l'apéline activait des voies de signalisations induisant la survie cellulaire dans les neurones 
de Thyppocampe (phosphorylations des kinases sérine-thréonine AKT, d'ERK-1/2). 
O 'donnell et al. ont également montré que de telles activations protégeaient les neurones 
contre des blessures excitotoxiques dans différents modèles cellulaires (O'donnell et al., 
2007). On retrouve beaucoup d'ARNm d'APL et d'APJ chez le rat, la souris et l'homme au 
niveau du cerveau, du cœur et des poumons, dans la glande surrénale chez le rat (De Mota 
et al., 2000; Kleinz et Davenport, 2005). La liaison APL-APJ stimule la libération de CRH 
et d'AVP par le SON et le PVN ainsi que la libération d'ACTH et d'AVP au niveau des 
hypophyses postérieure et antérieure. Il a été montré que l'apéline inhibe l'activité 
électrique phasique des neurones vasopressinergiques et la sécrétion systémique de l'AVP, 
induisant une augmentation de la diurèse (Llorens-Cortes et Beaudet, 2005). A la 
périphérie, elle diminue la pression artérielle, augmente la force contractile du myocarde 
tout en ayant un effet inotrope positif sur les cardiomyocytes (Llorens-Cortes et Beaudet, 
2005; Farkasfalvi et al, 2007). En fait, l'APL a des actions opposées à celles de la 
vasopressine et de l'Ang II. L'apéline jouerait donc un rôle crucial sur le maintien de 
l'équilibre hydrique et sur les fonctions cardiovasculaires (Kleinz et Davenport, 2004; 
Llorens-Cortes et Beaudet, 2005). 
Le dernier acteur important dans la réponse au sepsis est l'Ang II. Ses récepteurs, 
majoritairement de type ATI (Tsutsumi et Saavedra, 1991; Saavedra et Benicky, 2007) 
sont exprimés dans le PVN et le SON de l'hypothalamus dans les mêmes neurones 
parvocellulaires produisant l'AVP et la CRH (Aguilera et al, 1995; Jezova et al., 1998; 
Armando et al, 2007) et régulent directement la libération de CRH et d'AVP. Lors d'un 
stress accru comme le sepsis, il y a activation sympathique des récepteurs P-adrénergiques 
qui augmente les taux d'Ang II dans la circulation. Ceci contribue à accroître la sécrétion 
d'ACTH par l'hypophyse antérieure ainsi que la sécrétion de GC et d'aldostérone par la 
zone fasciculée et glomérulée de la glande surrénale. Simultanément, l'Ang II circulante se 
lie à ses récepteurs ATI localisés dans le PVN et l'organe subfomical (SFO), augmentant 
ainsi la synthèse d'AVP et de CRH et leurs libérations dans le système porte 
hypothalamique et l'éminence médiane. Là encore, CRH et AVP stimulent la sécrétion 
d'ACTH par l'hypophyse antérieure induisant la sécrétion de GC par le cortex surrénalien. 
Ces mécanismes très complexes montrent qu'au cours d'un stress comme le sepsis, l'axe 
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HHS est continuellement sollicité et activé, avec une multitude de rétrocontrôles positifs ou 
négatifs. C'est entre autres cette sollicitation continuelle qui finit par provoquer un 
« épuisement du système » conduisant à un dérèglement qui peut être fatal pour les patients 
car le corps n'arrive plus à réagir correctement pour tenter de répondre au stress auquel il 
est contraint. Une synthèse simplifiée des principaux mécanismes est illustrée dans la Fig. 
12 (Maxime et al, 2009). 
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Figure 12 : Les principaux acteurs impliqués dans la réponse au stress de l'axe HHS en sepsis. 
Schéma tiré de (Maxime et al., 2009). Traduction des termes de la figure : récepteur de l'Ang II 
(ATI R) ; récepteurs de type la et lb de la vasopressine (Via R et Vlb); boucles de rétrocontrôle 
positives ou négatives (loop modulation +/-); noyau paraventriculaire et supraoptique de 
l'hypothalamus (PVN, SON); vasopressine (AVP); corticolibérine (CRH); apéline (APL), 
l'hormone adrénocorticotropine (ACTH), l'hypophyse antérieure et postérieure (anterior pituitary, 
posterior pituitary)-, enzyme de conversion (conversion enzyme) et récepteur modulant l'activité 
(receptor-mediated activity). 
1.2.3.2- L'insuffisance ou la dysfonction surrénalienne dans le sepsis 
Les GC sont parfois administrés précocement et particulièrement chez les patients 
en état de choc septique. Malgré de nombreuses controverses et un grand nombre de 
publications, ce traitement reste fréquemment utilisé car il a un potentiel d'actions 
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multiples dans le sepsis (e.g. effet anti-inflammatoire, favorise la réponse de résistance au 
stress en induisant la néoglucogenèse et la lipolyse, favorise l'augmentation de la pression 
artérielle pour contrecarrer l'hypotension). Dans le sepsis, l'insuffisance surrénalienne 
absolue est assez peu fréquente alors que l'insuffisance surrénalienne relative (concept 
essentiellement avancé par les intensivistes réanimateurs) qui fait en sorte que la grande 
surrénale a atteint une capacité maximale de réponse face à un stress, est assez fréquente 
(plus de 40 % des cas). Un grand nombre de patients en sepsis sévère ou en choc septique 
ont en effet une réponse corticosurrénalienne inappropriée, caractérisée par une sécrétion de 
cortisol inadaptée et/ou une résistance tissulaire à l'action du cortisol. Environ la moitié des 
patients en choc septique ont une augmentation basale de la cortisolémie après 
administration d'ACTH qui est inférieure ou égale à 9 ng/ml (N> 100 ng/ml). Cette 
constatation a conduit à la conclusion que ces patients étaient atteints d'une insuffisance 
surrénalienne « fonctionnelle » relative. Cette réponse insuffisante serait impliquée dans la 
perte d'homéostasie cardiovasculaire et du contrôle de l'inflammation. Ces patients en 
insuffisance surrénalienne relative ont également un risque de décès augmenté (Annane et 
al, 2000; Moine, 2007). Dans les cas de chocs septiques réfractaires, les médecins peuvent 
réaliser un test dynamique à l'ACTH qui consiste à administrer une ACTH de synthèse, le 
Synactène®, pour examiner la réponse de la glande surrénale. Ce test est encore appelé test 
au Cortrosyn® (Loriaux et Fleseriu, 2009). Ces tests permettent d'évaluer si la cortisolémie 
basale dans la condition de stress septique est normalement élevée et si la réponse est donc 
adaptée (N> 250 ng/ml). L'insuffisance surrénalienne relative est définie initialement par 
une augmentation du taux de cortisol < 9 ng/dl, 60 min après stimulation par 250 \ig 
d'ACTH injectés intraveineux (Dellinger et al., 2008; Marik et al., 2008). Bollaert et 
Annane ont montré que le taux de mortalité des non-répondants, soit ceux présentant une 
insuffisance surrénalienne relative, était de 71 % versus 38 % chez les patients ayant une 
réponse dynamique au test (résultats présentés dans le Tableau 3) (Bollaert et Annane, 
2000). 
L'incidence de l'insuffisance surrénalienne chez des patients en état critique varie 
beaucoup (décrite dans la littérature entre 0 et 77 %), dépendamment de la population 
étudiée et des critères diagnostiques (Melby et Spink, 1958; Sibbald et al., 1977; Parker et 
al, 1985; Drucker et Mclaughlin, 1986; Schein et al, 1990; Soni et al, 1995). Dans les 
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unités de soins intensifs, celle-ci s'approche des 20 % et allant aussi haut que 60 % pour les 
patients en choc septique (Annane et al, 2000; Annane et al., 2002; Marik et Zaloga, 2002; 
Marik, 2007). Une conférence a été organisée à Florence en avril 2008, afin de trouver un 
consensus commun définitionnel sur le diagnostic et la prise en charge de l'insuffisance 
surrénalienne relative chez les patients en état critique. Bien que la controverse soit encore 
de mise, il en est ressorti un guide international sur la prise en charge du sepsis sévère et du 
choc septique ainsi que des recommandations sur le diagnostic et la prise en charge de cette 
insuffisance de réponse des corticoïdes chez les patients en état critique (Dellinger et al, 
2008; Marik et al., 2008). Une nouvelle dénomination remplaçant la terminologie 
insuffisance surrénalienne relative a d'ailleurs été proposée : le CIRCI pour Critical illness-
related corticosteroid insufficiency. 
Tableau 3 : Valeur prédictive du test au Synactène® au cours du choc septique. 
Revue de littérature tirée d'Actualité en réanimation et urgences 2000, Société de réanimation de la 
langue française, 2000, p253. 
Même si les moyens actuels permettent de mieux diagnostiquer cette insuffisance 
surrénalienne relative ou CIRCI, les mécanismes responsables du dysfonctionnement de 
l'axe hypothalamo-hypophyso surrénalien en état critique sont complexes et mal connus 
(Marik, 2007). Certaines équipes ont tenté de proposer des hypothèses mécanistiques 
pouvant expliquer ce tableau dans le sepsis (Prigent et al., 2004). 
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Premièrement, la déficience absolue en production de cortisol par défaut de 
synthèse dû à des dommages anatomiques suirénaliens majeurs a été décrite par 
Waterhouse en 1911 et peut encore s'observer occasionnellement et particulièrement dans 
les états de méningococcémie fulminante, mais est une forme très rare (Waterhouse, 1911). 
Une atteinte plus haute hypothalamo-hypophysaire et surtout hypophysaire apparentée au 
syndrome de Sheehan a été également été décrite dans un contexte septique ou post-
septique alors qu'historiquement décrite dans le cadre d'une hémorragie sévère du post-
partum (Cabot, 2001; Cooper et Stewart, 2003). Toutes ces conditions sont cependant 
rarissimes et sans atteindre ce niveau extrême, l'incidence d'ischémies et d'hémorragies 
dans l'hypothalamus-hypophyso ou la glande surrénale est observable dans environ 10 % 
des cas des chocs septiques et résulte probablement d'un faible drainage veineux et/ou 
d'une modulation très importante du flux sanguin artériel au niveau de ces trois glandes. 
Durant le sepsis, une forte inflammation hypothalamique et une surexpression de iNOS 
peuvent provoquer l'apoptose neuronale (Sharshar et al, 2003b). De plus, une 
accumulation de substance P, de radicaux libres de l'oxygène, de monoxyde de carbone et 
de prostaglandines dans l'hypothalamo-hypophyse peuvent altérer à la fois la synthèse et la 
sécrétion pulsatile et circadienne hormonale (Maxime et al., 2009). 
Des drogues médicamenteuses utilisées lors du séjour aux soins intensifs ou pour 
sepsis pourraient également contribuer à altérer la synthèse et le métabolisme du cortisol. 
Ces drogues sont l'étomidate (un hypnotique de courte durée d'action recommandé dans 
l'anesthésie des patients présentant un équilibre hémodynamique instable), le kétoconazole 
(antifongique parfois utilisé dans le traitement du syndrome de Cushing, mais pour inhiber 
la synthèse de GC ou dans l'insuffisance surrénalienne primaire), le fluconazole 
(antifongique plus récent d'action systémique), la phénytoïne (un antiépileptique actif sur 
métabolisme du cortisol) qui inhibe la dernière étape enzymatique de sa synthèse (Wagner 
et al., 1984; Albert et al., 2001; Mohammad et al, 2006). Par exemple, une simple 
injection intraveineuse d'étomidate induit potentiellement une insuffisance surrénalienne 
temporaire pendant environ 48 heures (Vinclair et al, 2008) chez un à deux tiers des 
patients et augmente le risque de décès (Sprung et al., 2008). 
La dysfonction surrénalienne relative du sepsis s'associe également souvent à un 
transport déficient du cortisol et des GC en général. En effet, dès le stade précoce du choc 
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septique, il y a une diminution de la CBG (Cortisol Binding Gîobulin ou transcortine), 
induisant une augmentation de la fraction du cortisol libre. Normalement, le cortisol doit 
être lié à 90 % à des protéines dont la CBG qui est la protéine la plus spécifique, pour 
permettre son transport dans le sang. Même s'il faut que le cortisol soit sous forme libre 
pour être actif (10 %), ces deux formes libres et liées sont en équilibre constant. Toutefois, 
la CBG est très importante pour la disponibilité du cortisol en particulier au niveau des 
tissus enflammés. L'élastase, par exemple, produite par les polynucléaires neutrophiles 
activés au site de l'inflammation, semble être capable de cliver spécifiquement la liaison 
cortisol-CBG, permettant une entrée de cortisol libre dans les tissus enflammés (Pemberton 
et al, 1988; Hammond et al, 1990; Lin et al, 2009; Braun et al, 2010). De faibles taux de 
CBG ont été observés précocement dans des états cliniques critiques et ces faibles taux 
peuvent aboutir à moins de cortisol libéré au site de l'inflammation. L'ensemble de ces 
événements pourraient ainsi aggraver la résistance tissulaire au cortisol (Cooper et Stewart, 
2003; Prigent et al, 2004; Maxime et al, 2009). 
Certains auteurs pensent également qu'il pourrait y avoir une diminution du nombre 
et éventuellement de l'activité des récepteurs aux GC cellulaires et tissulaires, à tel point 
que cette diminution altérerait la capacité cellulaire à répondre au cortisol (Prigent et al, 
2004; Marik, 2007). Des cytokines pro-inflammatoires influencent le nombre, l'expression 
et la fonction des récepteurs au GC (Sun et al, 2002). Par exemple, la translocation et la 
transcription des récepteurs aux GC sont diminuées par des cytokines comme l'IL-la 
(Pariante et al, 1999) et le traitement simultané d'anti-TNFa et d'anti-IL-la (anticorps 
monoclonaux) semble atténuer la diminution d'expression des récepteurs aux GC au niveau 
du foie et des reins chez des rats Wistar ayant subi un stress pathologique auparavant (Liu 
et al, 2002). Dans une étude faite dans un modèle de rat en sepsis, Ali et al. ont rapporté un 
déclin de 40 % des récepteurs aux GC dans le foie et les muscles squelettiques de ces 
animaux septiques ainsi qu'un déclin de 56 % dans le cerveau (Ali et al, 1991). 
D'autres auteurs émettent l'hypothèse que la diminution de production du cortisol 
pourrait être due lors de la phase aiguë de sepsis, à une déficience en substrat. En effet, la 
synthèse, donc la fabrication de cortisol, requiert une augmentation de cholestérol sous 
forme de HDL. Chez les patients en sepsis sévère, les niveaux totaux de cholestérol et de 
HDL chutent rapidement de plus de 50 % après trois jours, et il s'en suit une lente 
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récupération après 28 jours (Van Leeuwen et al, 2003). La diminution de la synthèse des 
apoprotéines a d'ailleurs été démontrée dans des lignées de cellules hépatiques (Hep G2) 
exposées à du TNFa, de l'IL-1(3 et de l'IL-6 recombinante humaine, confirmant encore une 
fois le rôle des cytokines pro-inflammatoires dans toutes ces dysfonctions (Ettinger et al, 
1994). Le rôle de cette déficience en substrat comme une cause de l'insuffisance 
surrénalienne relative est d'ailleurs appuyée par une étude qui a démontré que de faibles 
taux de HDL chez des patients en état critique, étaient associés à une réponse atténuée à 
l'ACTH (Van Der Voort et al, 2003). 
Un dernier phénomène assez fréquemment observé est associé à celui de 
l'insuffisance surrénalienne : la dissociation ACTH-cortisol (Beishuizen et al, 2001; 
Bomstein et al, 2008). En condition critique comme dans le sepsis aigu, il y a un 
changement intra-surrénalien (régulation auto-paracrine) à l'égard de l'augmentation de la 
production de GC au détriment de la production de minéralocorticoïdes (aldostérone) et 
d'androgènes (DHEA et DHEAs). Dans la phase chronique ou prolongée d'une condition 
critique, les taux plasmatiques d'ACTH ont tendance à retourner à la normale, alors que 
ceux de cortisol total restent élevés, indiquant une augmentation de sécrétions (Vermes et 
Beishuizen, 2001) qui n'est pas reliée à celle d'ACTH. En effet, des neuropeptides, des 
neurotransmetteurs, des opioïdes, des facteurs de croissance, des cytokines, des facteurs 
vasoactifs, des adipokines ainsi que des ligands bactériens (TLR2 et TLR4) sont capables 
de moduler la libération de GC surrénaliens indépendamment de la voie ACTH (Ehrhart-
Bornstein et al, 1998; Bomstein et Chrousos, 1999; Bomstein et al, 2004b; Schinner et 
Bomstein, 2005; Lamounier-Zepter et al, 2006; Zacharowski et al, 2006). Les différentes 
voies contribuant à la dissociation ACTH-cortisol sont mises en évidence dans la Fig. 13 
(Bomstein et al, 2008). 
Le degré de dissociation ACTH-cortisol, même s'il ne fait pas partie intégrante de la 
définition de la dysfonction surrénalienne relative, est souvent associé et observé à la 
survenue de celle-ci et également au niveau des complications en relation avec le sepsis 
causal. Ceci a d'ailleurs été mis en évidence dans une étude européenne récente et 
importante, portant sur 477 patients en sepsis sévère et en choc septique qui ont subi un test 
de stimulation à l'ACTH le jour de leur admission pour sepsis sévère. Elle a révélé que les 
patients qui n'avaient pas survécu, avaient les plus hauts taux de base de GC, mais une 
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réponse émoussée à l'ACTH comparée aux survivants (Lipiner-Friedman et al., 2007). 
Notre centre a également récemment publié que ce mouvement dissociatoire ACTH-
cortisol pouvait même être difFérentiellement modulé en phase aiguë d'un stress médical 
entre les patients admis aux soins intensifs pour une condition non septique et ceux admis 
pour une condition septique (Lesur et ai, 2010). 
L'ensemble de ces données indique que l'insuffisance surrénalienne relative tout 
comme la dissociation ACTH-cortisol sont des événements relativement fréquents, mal 
connus et multifactoriels chez les patients en sepsis sévère et en choc septique, ceci pouvant 
être une conséquence d'une altération possible de l'intégrité de l'axe hypothalamo-
hypophyso surrénalien lors du sepsis. Il est donc primordial de trouver de nouvelles 
approches thérapeutiques pour donner de meilleurs outils aux médecins et augmenter les 
chances de survie des patients, avec également le moins de séquelles possibles. Le M1F que 
nous allons décrire et que nous avons étudié pourrait être une nouvelle cible thérapeutique 
potentielle intéressante. 
Figure 13 : Les voies possibles contribuant à la dissociation ACTH-cortisol. 
Schéma tiré de (Bornstein et al, 2008). La sécrétion des GC par la glande surrénale est dépendante 
de la libération d'ACTH hypophysaire, elle-même déclenchée par la libération de CRH 
hypothalamique. Pourtant dans certains cas, cette production de GC surrénalienne est dissociée des 
taux d'ACTH. Cette dissociation ACTH-GC peut être due à une sensibilité altérée du cortex 
surrénalien à l'ACTH, fonctionnant par l'intermédiaire des récepteurs à l'ACTH. Des stimuli 
indépendants de l'ACTH influencent également la synthèse et la libération des GC : l'innervation 
de la glande et les neuropeptides libérés par les neurones et les cellules de la médulla, l'interaction 
avec le système immunitaire comme la libération de cytokines, la libération de facteurs paracrines 
par les cellules endothéliales ainsi que la libération d'adipokines dérivées des adipocytes et/ou des 
acides gras. En plus de ces mécanismes qui influencent la fonction de la glande surrénale, les GC 
sont régulés par leur métabolisme au niveau du foie. 
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1.3- Le MIF 
1.3.1- Son histoire 
Rich et Lewis, en 1932, ont observé pour la première fois une inhibition active de la 
migration de cellules inflammatoires in vitro (Rich et Lewis, 1932). En 1962, George et 
Vaughn vont donner le nom de Macrophage Migration Inhibitory Factor ou MIF à toutes 
substances élaborées lors de réactions cellulaires inflammatoires pouvant arrêter le 
mouvement de monocytes in vitro (George et Vaughan, 1962). 
Il faudra attendre quelques années plus tard, en 1966, pour que le MIF soit identifié 
comme un facteur soluble produit par les lymphocytes T activés seulement en présence 
d'antigènes spécifiques pouvant ainsi inhiber la migration des macrophages (Bloom et 
Bennett, 1966; David, 1966). C'est en 1974 que Stanley Cohen va lui donner le nom de 
cytokine (Bigazzi et al., 1975). 
Pendant plus de 20 ans, les propriétés de MIF se sont résumées à des fonctions 
reliées à l'activation des macrophages comme l'adhérence, la phagocytose et la migration 
(Nathan et al., 1971; Nathan et al., 1973; Churchill et al., 1975). La découverte d'une 
séquence de gène responsable de « l'activité du MIF » par le clonage de l'ADN 
complémentaire humain de MIF en 1989 (Weiser et al., 1989) a permis d'élargir les 
connaissances sur ses fonctions biologiques. 
Dans ces années 90, plusieurs études ont permis d'identifier de nouveaux 
médiateurs qui pourraient réguler l'action des GC au niveau systémique conduisant à la 
découverte d'une nouvelle protéine de 12.5 kDa libérée par les cellules de l'hypophyse 
antérieure suite à une exposition au LPS, homologue murine de MIF (Bernhagen et al., 
1993; Baugh et Bucala, 2002). Ceci fera le premier lien entre le système endocrinien et 
immunitaire (Calandra et Roger, 2003) et marque le début d'une longue histoire qui 
continue encore aujourd'hui (Fig. 14)... 
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Figure 14 : L'histoire de MIF. 
Schéma tiré de (Calandra et Roger, 2003). Les faits marquants sur le MIF à partir de 1966 jusqu'en 
2003. 
1.3.2- Sa structure 
L'organisation génomique du gène codant pour le MIF humain a été décrite pour la 
première fois en 1994 par Paralkar et Wistow. Ils définissent un gène « remarquablement 
petit » de moins de 1 kb dont la structure est illustrée dans la Fig. 15 (Paralkar et Wistow, 
1994). Un seul gène MIF est fonctionnel chez l'homme tandis que 9 pseudogènes (sans 
introns) ont été décrits chez la souris (Bozza et al, 1995; Kozak et al., 1995; Mitchell et al., 
1995). Le gène MIF humain est localisé sur le chromosome 22 (22ql 1.2). Chez la souris, il 
est situé sur le chromosome 10 (Mitchell et al., 1995). Au niveau du gène MIF humain, il 
existe un seul site d'initiation de la transcription localisé à 97 bp en amont du codon 
méthionine du promoteur riche en GC sans 'TATAbox' (Paralkar et Wistow, 1994). 
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Figure 15 : Structure du gène MIF humain. 
Schéma tiré de (Calandra et Roger, 2003). Chez l'humain, le gène codant pour le MIF est composé 
de 3 exons représentés en vert (205, 173 et 183 pb) et de 2 introns en rose (189 et 95 pb). Sa région 
promotrice contient des régions consensus de liaison à l'ADN pour différents facteurs de 
transcriptions comme API (activator protein 1), NF-jcB (Nuclear Factor-KB), ETS (E-twenty-six), 
GATA, CREB (cyclic adenosine 3 ',5 '-monophosphate-responsive element-binding protein), SP1 
(Specificity protein 1). 
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Un seul transcrit de 800 nucléotides (ARNm) a été trouvé dans l'ensemble des 
tissus. Il code pour une protéine non-glycosylée de 115 acides aminés soit 12.5 kDa 
(Paralkar et Wistow, 1994). Les premières analyses par rayons X, dispersion dynamique de 
lumière et cristallographie ont montré que le MIF humain existait sous la forme d'un 
homotrimère (trois sous-unités identiques) et que son arrangement sous-unitaire était 
similaire à celui du TNF (Fig. 16) (Sun et al.. 1996b). 
Figure 16 : Structure tridimensionnelle de MIF, protéine homotiimérique. 
A) Schéma tiré de (Sun et al., 1996a). MIF est un homotrimère constitué de 3 feuillets P entourés de 
6 hélices a. Les hélices a sont représentées par les cylindres et les feuillets p par les flèches 
indiquant la direction de séquence. Les trois monomères sont colorés différemment. B) Schéma tiré 
de (Baugh et Bucala, 2002). 
Sa structure ne présente pas d'homologie significative avec d'autres protéines à 
l'exception des tautomérases dopachromes, enzymes procaryotes à l'origine et la D-
dopachrome tautomérase humaine, protéine de 118 acides aminés (DDT). De plus, le MIF 
est hautement conservé entre les différentes espèces de mammifères (humain, souris, rat, 
bétail) avec 90% d'homologie d'identité mais aussi dans d'autres espèces et organismes 
(poulet, poissons, parasites, plantes, tiques, cyanobactéries) (Wistow et al., 1993; Jaworski 
et al., 2001: Guiliano et al., 2002; Sato et ai, 2003). Cette conservation inter-espèces de la 
structure de MIF laisse entrevoir un rôle physiologique important de celui-ci (Fig. 17). 
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Figure 17 : Alignements de séquences des homologues du MIF. 
Schéma tiré de (Baugh et Bucala, 2002). * : représente les résidus clés impliqués dans les activités 
enzymatiques du MIF. 
1.3.3- L'expression du MIF et aspects génétiques 
Au départ, les lymphocytes T étaient considérés comme la principale source 
cellulaire de MIF dans le système immunitaire. Par la suite, il a été montré que les 
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes B, les neutrophiles, 
les éosinophiles, les mastocytes et les basophiles l'exprimaient également (Baugh et 
Bucala, 2002; Lue et al., 2002). MIF est exprimé dans les cellules et tissus qui sont en 
contact direct avec l'environnement naturel de l'hôte (le poumon, l'épithélium de la peau, 
les tractus gastro-intestinal et génito-urinaire). De hauts niveaux d'expression de MIF ont 
aussi été notés dans les principaux tissus du système endocrinien, plus spécifiquement dans 
les organes impliqués dans les réponses au stress comme l'hypothalamus, l'hypophyse et la 
glande surrénale. Le fait de retrouver du MIF dans les systèmes immunitaire et endocrinien 
laisse présager un rôle primordial de celui-ci dans la réponse à un stress comme le sepsis. 
Le MIF est considéré comme une molécule pluripotente car elle est exprimée dans de 
nombreux tissus même en faible quantité (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Distribution tissulaire et cellulaire de la protéine M1F. 
Traduit et modifié de (Baugh et Bucala, 2002). 
Sources ossulaires et cellulaires Références 
Système immunitaire 
• Monocytes, macrophages 
Cellules T, mastocytes 
Éosinophiles 
Poamoi» 
> épithélium branchial 
macrophages alvéolaires 
(Calandre et al, 1994; Calandra et al., 
1998) (Bâcher et al., 1996; Chen et ai, 1998) 
(Makita et al., 1998) 
(Bachet et ai., 1997) 
(Donnelly etal., 1997) 
, cellules de 1 
Cerveau: Cortex, hypothalamus, 
neurone» du cerebellùm, cellules gliales, 
épendyme, astrocytes, télencéphale 
(Nishibori et al., 1996; Bâcher et al., 1998; 
Suzuki etal.,1999) 
Peau : kératinoc (Shitmzu. 2005) nbroblastes 
¥ .  ' -  .-"T V-'. 
Plusieurs études ont révélé la présence de concentrations élevées de la protéine MIF 
dans le sérum, le plasma ou les tissus dans la plupart des maladies endocrines ou 
inflammatoires chroniques comme la sclérose en plaque (Niino et al., 2000), le diabète de 
type 2 (Yabunaka et ai, 2000), la maladie de Crohn (De Jong et ai, 2001), certaines 
néphropathies (Matsumoto et Kanmatsuse, 2001), l'arthrite juvénile idiopathique (Donn et 
ai, 2002; Meazza et ai, 2002), l'arthrite rhumatoïde (Morand et al., 2003), la pancréatite 
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aiguë sévère (Sakai et al, 2003) et bien d'autres maladies auto-immunes (Stosic-Grujicic et 
al., 2009), suggérant le rôle de MIF dans plusieurs conditions pathologiques de type 
inflammatoire. 
Plusieurs études ont mis en évidence des polymorphismes dans le gène MIF humain 
(Fig. 18) (Donn et Ray, 2004). Le premier concerne la répétition tétranucléotidique CATT 
en position -794 dans le promoteur (Paralkar et Wistow, 1994), répétée de 5 à 8 fois (-794 
CATT(5-8)) et retrouvée dans la population caucasienne (Baugh et al, 2002; Donn et al., 
2002) et japonaise (Hizawa et al., 2004). L'allèle CATTg est la plus rare (<1%), CATT6 
prédomine chez les caucasiens et CATT5-CATT7 prédominent chez les japonais. Les trois 
autres polymorphisnes trouvés sont des mutations ponctuelles en positions -173 (-173 
*G/C) dans le promoteur (Donn et al., 2001) et introniques en position +254 (+254 *T/C) et 
+656 (+656 *C/G). L'allèle -173 *G (75-90%) est largement plus représenté que l'allèle -
173 *C (15-20%). 
CATT.cj., -173 G/C +254 T/C +656 C/G (M) 
1 site 
' « 
Promoter Exont Introi! l Exon 2 Iatron2 Exon3 
Figure 18 : Les quatre polymorphismes du gène M/F. 
Schéma tiré de (Donn et Ray, 2004). 
De nombreuses équipes ont tenté de trouver des corrélations entre ces 
polymorphismes et le développement de ces pathologies. L'allèle -173*C confère une 
susceptibilité à développer l'arthrite idiopathique juvénile (Donn et al., 2001; Donn et al., 
2002). Certains des patients atteints de cette pathologie et ayant l'allèle -173*C ont des taux 
élevés de MIF dans la circulation et leur liquide synovial (Donn et al, 2002; De Benedetti 
et al, 2003) et semblent avoir une durée de réponse clinique plus courte à une thérapie aux 
corticostéroïdes (De Benedetti et al., 2003). L'allèle -173*C semble également augmenter 
le risque de développer une sarcoïdose chez des patients atteints d'érythèmes nodaux 
(Amoli et al, 2002). 
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Baugh et al., en 2002, ont mis en évidence une association entre le nombre de 
répétitions de CATT et la sévérité de la maladie chez les patients atteints d'arthrite 
rhumatoïde. Ainsi, les patients ayant un allèle CATT5 ont une maladie rhumatoïde moins 
agressive que les autres et plus le nombre de répétitions est grande, plus la maladie est 
sévère (Baugh et al., 2002; Baugh et Donnelly, 2003). 
D'autres équipes ont trouvé des effets combinés du polymorphisme en position -794 
CATT et -173*G/C. En effet, Barton et alont montré que le risque de développer une 
polyarthrite inflammatoire était augmenté de 1.5 fois chez les patients ayant l'allèle -
173*C; de 1.7 fois chez les patients ayant l'allèle CATT7 et de 3 fois chez les patients ayant 
l'haplotype CAT]y-173*C (Barton et al, 2003). Ce même haplotype a été montré comme 
étant transmit en excès chez des patients atteints d'arthrite idiopathique juvénile (Donn et 
al, 2004) et que le risque de développer une atopie était diminué chez des patients japonais 
porteurs de l'haplotype CATTs/-173*G alors qu'il était augmenté chez les porteurs de 
l'haplotype CATT7/-173*C (Hizawa et al., 2004). 
L'ensemble des études ainsi décrites suggèrent donc fortement que les 
polymorphismes du gène MIF prédisposent au développement de maladies inflammatoires. 
Étant donné que MIF est un important médiateur de l'immunité innée ainsi que dans le 
sepsis (Calandra et Roger, 2003), certaines équipes ont émis le postulat que les variations 
génétiques dans le gène MIF pouvaient également avoir une influence sur la prédisposition 
ou le développement du sepsis (Renner et al, 2005). Temple et al. ont d'ailleurs montré que 
le microsatellite MIF-794 CATT pourrait influencer son expression dans des 
mononucléaires humains stimulés par E.coli ou S.pneumoniae, deux bactéries pathogènes 
associées au sepsis (Temple et al, 2008). 
1.3.4- Rôles et fonctions du MIF 
1.3.4.1- MIF : une enzyme 
En général, il existe un lien très étroit entre structure et fonction d'une substance. 
Comme nous l'avons vu précédemment, seul le gène codant pour la D-dopachrome 
tautomérase (DDT) humaine présente une homologie de séquence avec le gène MIF (27% 
d'homologie au niveau de leurs structures primaires) (Esumi et al, 1998). Comme les deux 
gènes sont localisés sur le même chromosome 22 humain, relativement proches l'un de 
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l'autre, il se pourrait que les gènes MIF et DDT soient des duplications d'un gène ancestral 
commun qui auraient évoluées pour avoir des fonctions biologiques distinctes (Calandra et 
Roger, 2003). L'hypothèse d'un gène ancestral commun semble appuyée par le fait qu'une 
homologie significative de structure tridimensionnelle (mais pas d'homologie de séquence) 
a été trouvé avec trois enzymes procaryotes de type tautomérase dopachrome : la 
tautomérase 4-oxalocrotonate (4-OT), l'isomérase 5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate 
(CHMI) et la mutase chorismate (Subramanya et al., 1996; Sun et al., 1996a; Suzuki et al., 
1996; Sugimoto et al, 1999; Swope et Lolis, 1999). MIF peut également catalyser la 
réaction de tautomérisation en convertissant le D-dopachrome en acide carboxylique 5,6-
dihydroxyindole (Rosengren et al, 1996), agissant comme une isomérase kéno-énol 
phénylpyruvate (Rosengren et al, 1997) et ayant une activité d'oxydoréductase thiol-
protéine (Kleemann et al., 1998). Par conséquent, MIF est une enzyme (Baugh et Bucala, 
2002). MIF serait également impliqué dans un processus de détoxication des produits de 
dégradation des catécholamines jouant ainsi un rôle protecteur des tissus neuronaux par ses 
activités catalytiques d'oxydoréductase et de tautomérase (Matsunaga et al, 1999). Ses 
effets contre les GC (traités plus en détails dans la section 1.3.4.6) dépend de son activité de 
tautomérase (Bendrat et al, 1997; Kleemann et al., 1999; Kleemann et al, 2000b). Les 
corrélations entre les propriétés catalytiques du MIF et ses fonctions physiologiques et 
pathologiques sont difficiles à mettre en évidence. En 2001, Jung et al. ont identifié un 
substrat potentiel de l'activité enzymatique de MIF, PAG, un anti-oxydant thiol-spécifique 
(Jung et al, 2001). De plus en plus d'équipes tentent de trouver de nouveaux inhibiteurs de 
MIF (Cooke et al., 2009) pour découvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques en ciblant la 
partie C-terminal qui serait responsable de la modulation de son activité catalytique et de sa 
stabilité (El-Turk et al, 2008). Le premier inhibiteur trouvé est l'ISO-1, inhibant son 
activité tautomérase tout en inhibant la libération de TNF par les macrophages de souris 
traitées au LPS. ISO-1 augmente ainsi la survie de ces souris en sepsis sévère (Al-Abed et 
al, 2005). Mitchell et al. ont récemment décrit un nouvel inhibiteur de petit poids 
moléculaire de l'activité catalytique de MIF, potentiellement plus efficace, l'ISO-l,4-iodo-
6-phenylpryimidine (4-ipp), agissant comme un « substrat suicide » qui inhibe 
irréversiblement son activité en bloquant la migration et la croissance de cellules 
cancéreuses de poumons (Winner et al., 2008). 
44 
1.3.4.2- MIF : une cytokine pro-inflammatoire au pouvoir létal en sepsis et biomarqueur 
dans le pronostic de survie des patients 
En présence de microorganismes, l'hôte peut se défendre en activant son système 
immunitaire inné reconnaissant des molécules de surface des pathogènes (LPS,...), eux 
mêmes reconnus par les TLRs à la surface des cellules immunitaires, ceci entraînant une 
cascade cellulaire complexe ayant pour conséquence la production de cytokines, médiateurs 
essentiels de l'inflammation. Des cytokines comme TNFa, IL- ip ont été identifiés 
médiateurs cruciaux dans le choc septique (Glauser et al., 1991). Cependant, les thérapies 
anti-TNFa et anti- IL-1(3 ne semblent pas très bénéfiques pour des patients en sepsis sévère 
(Abraham, 1999), suggérant que d'autres médiateurs joueraient un rôle important dans la 
pathogénicité du choc septique (Calandra et al., 2000). MIF a alors émergé comme étant 
une cytokine pivot dans le système immunitaire inné. En effet, il est produit et sécrété par 
des macrophages exposés au LPS ou à d'autres molécules pro-inflammatoires tels que le 
TNFa ou l'INFy (Calandra et al, 1994). Sa sécrétion est également très rapide et requière 
des concentrations de LPS 10 à 100 fois inférieures à celles nécessaires à la production de 
TNFa (Calandra et al, 1994). Par exemple, une injection en IP à'E.coli (5 x 104 CFU par 
souris) induit une augmentation rapide de MIF péritonéale de 3 à 6 hs après l'injection 
avant d'atteindre un plateau, ainsi qu'une augmentation de ses taux plasmatiques de 3 
jusqu'à 12 hs après l'injection (Calandra et al., 2000). Une fois libérée, MIF induit à son 
tour l'expression de médiateurs pro-inflammatoires tels que TNFa, INFy, IL-lp, IL-2, IL-6, 
IL-8 (Calandra et al., 1994; Calandra et al, 1995; Bâcher et al., 1996; Donnelly et al., 
1997; Makita et al, 1998). D'ailleurs Calandra et al ont cassé le dogme que MIF était 
libéré seulement de façon dépendante de TNFa dans leurs modèles de souris septiques 
TNFa+/+ et TNFa'7" suite à une ligature et une ponction caecale (CLP) où le traitement avec 
un anti-MIF augmentait la survie de ces souris WT (Wild Type ou Type sauvage) ou 
déficientes en TNFa (Calandra et al., 2000). 
Bien que MIF soit un élément essentiel de la réponse inflammatoire et nécessaire à 
l'hôte pour combattre l'infection, sa production est souvent excessive dans le cas du sepsis 
sévère et du choc septique. Il peut devenir nocif, voire même létal, devenant malgré lui un 
biomarqueur important dans le pronostic de survie de ces patients. Dans des modèles 
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animaux du sepsis (Bernhagen et al., 1993; Bâcher et al, 1997; Calandra et al, 2000) ainsi 
que dans les sérums de patients en choc septique (Chuang et al, 2007), de fortes 
concentrations plasmatiques ou sériques de MIF ont été retrouvées. Beishuizen et al. ont 
montré que des patients en choc septique morts à l'admission avaient des taux plus élevés 
de MIF sériques que les survivants (Beishuizen et al, 2001). Chuang et al., ont confirmé 
un taux de MIF supérieur dans les sérums de patients non survivants versus survivants. Plus 
les taux sériques de MIF augmentent dans les premiers jours d'admission, plus les patients 
ont de risque de mourir. Ces constatations ont des incidences importantes dans la prise en 
charge des patients en choc septique, les interventions thérapeutiques seront ainsi ± 
agressives selon les cas (Chuang et al., 2007). Emonts et al. retrouvent des concentrations 
circulantes de MIF remarquablement élevées chez 96% des patients en sepsis sévère ou en 
choc septique même après 10 jours. Les taux élevés de MIF étaient corrélés avec la sévérité 
du sepsis, la morbidité et la mortalité, les taux élevés de cytokines et la coagulation 
disséminée intravasculaire. (Emonts et al, 2007). 
Du fait du pouvoir létal du MIF et de son importance capitale dans le pronostic de 
survie des patients, Calandra et al. ont été parmi les premiers à traiter des souris septiques 
(par injection IP d'E.coli ou soumises à une CLP) avec des anticorps monoclonaux 
neutralisants spécifiques du MIF (anti-MIF). Ces traitements augmentent de façon 
significative les taux de survie de ces souris passant respectivement de 0% à 62% de 
survivants chez les souris (TNFa"A, CLP), de 31% à 80% de survivants chez les souris 
(TNF<x+/+, CLP) ayant reçu l'anti-MIF juste après l'infection. Si l'administration d'anti-
MIF est faite 4.5 hs avant l'infection CLP chez les souris TNFa+/+, les taux de survie 
passent de 31% (témoins) à 81% (anti-MIF). Si l'administration d'anti-MIF est faite 4.5 hs 
après l'infection CLP chez les souris TNFa+/+, les taux de survie passent de 5% (témoins) à 
61% (anti-MIF). La même tendance a été observée même si le traitement anti-MIF est 
administré 8 hs après l'infection dans les 2 modèles soit CLP ou par IP d'E.coli. L'anti-
MIF devient donc une nouvelle cible prometteuse pour l'intervention thérapeutique quand 
on sait que les patients qui arrivent en soins intensifs en sepsis sévère ou en choc septique 
ont souvent une infection déjà établie. De plus, ce traitement semble diminuer la 
bactériémie (nombre de bactéries dans le sang) et les taux de TNFa et IL-6 plasmatiques 
sans pour autant compromettre la capacité de l'hôte à se défendre (Calandra et al., 2000). 
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1.3.4.3- MIF et la coagulation 
La lésion d'un vaisseau sanguin induit une hémorragie soit une fuite de sang hors du 
système vasculaire. En simplifiant à l'extrême, l'arrêt de cette hémorragie est mise en place 
par l'hémostase qui se fait en deux étapes, l'hémostase primaire et l'hémostase secondaire. 
Lors de l'hémostase primaire, la lésion des vaisseaux sanguins induit une vasoconstriction, 
le débit sanguin diminue et l'hémorragie est temporairement jugulée. Les plaquettes 
adhèrent ensuite au collagène sous endothélial. L'adhésion est suivie de l'agrégation de 
plaquettes permettant la formation du thrombus blanc qui colmate la lésion vasculaire. Lors 
de l'hémostase secondaire, il se forme un réseau fîbrillaire (fibrine) dans lequel sont 
emprisonnées les plaquettes sanguines, les globules rouges et les globules blancs formant le 
thrombus ou le caillot sanguin. La lésion est ainsi fortement colmatée, l'hémorragie est 
stoppée et le processus de cicatrisation peut commencer. Après cette étape de coagulation, 
le caillot se désagrège par fibrinolyse dès que la cicatrisation est achevée. Il existe donc un 
équilibre constant entre la coagulation et la fibrinolyse. 
Dès 1977, Makinen et al avaient déjà soulevé le rôle de MIF dans l'inflammation 
mais également dans la coagulation (Makinen et al., 1977). Nishihira et al. ont montré 
également que chez des rats Wistar traités au LPS, il y avait une diminution de 10 fois du 
compte plaquettaire, cet effet étant limité avec un pré-traitement avec de l'anti-MIF. En 
revanche, les rats traités avec MIF avaient une augmentation de l'expression du 
kininogène-T, un peptide vaso-actif spécifique chez les rats et impliqué dans le processus 
de coagulation et de réparation de blessures (Nishihira et al., 1999). Emonts et al. ont 
également montré que chez les patients pédiatriques septiques avec une infection aux 
méningocoques, les taux de MIF étaient corrélés positivement avec les complexes 
thrombine-anti-thrombine III, le PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) (pro­
coagulants), la coagulation disséminée intravasculaire (DIC ou Disseminated Intravascular 
Coagulation) et la protéine C activée (anticoagulante) (Emonts et al., 2007). Gando et al. 
ont montré chez des patients présentant un SIRS ou un sepsis que les patients « DIC » ont 
des taux significativement plus élevés de MIF, TNFa, de fibrine soluble et de PAI-1 que les 
patients « non-DIC », les taux de protéines C étant plus faibles chez les patients « DIC » 
versus « non-DIC ». Ces mêmes patients « DIC » présentent des dysfonctions d'organes 
plus nombreuses et un pronostic de survie moins grand que les « non DIC ». Ces résultats 
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confirment le fait que MIF est impliqué dans les processus thrombotiques (Gando et al, 
2007). En 2003, Esmons et al. avaient déjà rapporté que l'inflammation systémique pouvait 
être considérée comme un stimulus potentiel prothrombotique en activant les facteurs 
procoagulants, diminuant l'activité des anticoagulants naturels et inhibant la fibrinolyse 
(Esmon, 2003). Shimizu et al ont même montré que la thrombine et le facteur de Stuart ou 
Xa (FXa) qui induit la formation de la thrombine par le clivage de deux sites de la 
prothrombine, augmentent l'expression de MIF dans les cellules endothéliales humaines 
micro-vasculaires. L'augmentation de l'expression de MIF associée aux processus de 
coagulation et de réparation des blessures se fait via les voies thrombine/Par-1 (Protease-
Activated Receptor-1) et FXa/Par-2 (Protease-Activated Receptor-2), via les voies des 
p42/p44"wp* et NF-kB. De plus, MIF accroît lui-même l'expression des ARNm des 
récepteurs Par-1 et Par-2 dans ces cellules endothéliales (Shimizu et al, 2004). 
1.3.4.4- MIF : une hormone adénohypophysaire 
Bien que MIF ait réellement été identifié dans les années 60, il faut attendre les 
années 90 pour qu'il soit mis en évidence dans l'hypophyse. Bernhagen et al. ont ainsi 
découvert que des cellules de l'adénohypophyse murines le sécrétaient. Ces études ont été 
réalisées avec des cellules AtT-20, lignée établie de cellules corticotropes de souris, en 
présence de taux croissants de LPS (E.coli 0111 : B4 LPS). L'analyse des surnageants 
cellulaires par immunobuvardage leur ont permis de mettre en évidence la sécrétion en 
grande quantité d'une protéine de 12.5 kDa. 
Le séquençage de la partie N-terminale de MIF a démontré une forte homologie 
avec le MIF humain. Ils ont également montré que l'ajout de médiateurs comme TNFa, IL-
1(3, INFy ou IL-6 seuls n'avaient aucun effet sur la libération de MIF. 
Des immunobuvardages montrent que les cellules non stimulées contiennent des 
taux significatifs de MIF préformé. L'immunocytochimie faite sur des cellules stimulées ou 
non avec du LPS indiquent également que le MIF immuno-réactif intracellulaire est libéré 
après 16 hs de stimulation au LPS. L'injection par IP de doses sublétales de LPS (2.25 
mg/kg) chez des souris BALB/c et des souris C3H/HeJ génétiquement endotoxines 
résistantes met en évidence une augmentation des taux d'ARNm de MIF hypophysaire (x3) 
avant d'atteindre un plateau entre 16 et 24 hs uniquement chez les souris endotoxines 
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sensibles (BALB/c). Cette augmentation des taux de MIF est indépendante des cellules T 
infiltrées. Par immunobuvardage de lysat hypophysaire, tout comme dans le modèle in 
vitro, les hypophyses des souris non traitées contiennent des quantités substantielles de 
protéines MIF préformées, avec une diminution de la teneur en MIF pituitaire entre 8 et 24 
hs de traitement au LPS chez les BALB/c. Ils ont ainsi estimé à 40 ng de MIF préformé 
présent dans une hypophyse représentant ainsi 0.05% des protéines totales hypophysaires 
en comparaison avec l'ACTH et la prolactine représentant respectivement 0.2% et 0.08% 
des protéines totales de l'hypophyse (Thorner et al, 1992). Seuls les sérums de souris 
BALB/c traitées au LPS contiennent du MIF contrairement à des souris BALB/c 
hypophysectomisées. Ceci indique que l'hypophyse contient une source importante de MIF 
qui apparait dans le sérum des souris traités au LPS confirmant que MIF est bien une 
hormone adénohypophysaire. 
Ces travaux représentent une découverte essentielle indiquant le rôle important de 
MIF dans le choc endotoxinique et que la production de MIF hypophysaire pouvait refléter 
l'effet combiné de divers stimuli neurohumoraux et servir à réguler les réponses 
inflammatoires systémiques (Bernhagen et al, 1993). Nishino et al. ont utilisé les mêmes 
souris BALB/c traités au LPS (2.25 mg/kg, E.coli 0111 :B4) ou à la saline (témoins) en IP. 
Après 16 hs de traitement, des coupes d'hypophyses traitées avec des anticorps anti-MIF, 
anti-ACTH, anti-TSH, anti-FSH, anti-GH et anti-PRL et étudiées par microscopie 
électronique ont montré que dans les hypophyses témoins, MIF était localisé dans de petites 
granules de sécrétion de 90 à 200 nm de diamètre. Les cellules contenant le MIF sont 
situées surtout dans la partie centrale du lobe antérieur et plus éparses en périphérie ainsi 
que dans certaines cellules des capillaires adjacents. Aucun MIF n'a été retrouvé dans le 
lobe postérieur. MIF colocalise exclusivement avec les cellules sécrétant de l'ACTH, soit 
des cellules corticotropes ou de la TSH, soit les cellules thyrotropes. 
Deux sous-types de cellules corticotropes ont été mis en évidence à savoir le type I 
de forme ovale, contenant des granules de sécrétions remplissant l'ensemble du cytoplasme 
et le type II correspondant à de petites cellules satellites avec des granules alignés en 
rangées contre la membrane la plus externe. Les types I et II contiennent une grande 
quantité de granules sécrétoires (Fig. 19). De façon très intéressante, trois différents types 
de granules sécrétoires ont été ainsi identifiés : ceux contenant MIF seul, ceux contenant 
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l'ACTH seul et ceux contenant ACTH et MIF. Les cellules thyrotropes ont des granules de 
plus grosse taille (150 à 200 nm de diamètre) et tout comme les cellules corticotropes, les 3 
différents types de granules sécrétoires ont été identifiés. Dans les hypophyses de souris 
traitées 16 hs au LPS, correspondant à des hauts taux de MIF circulant, il y a une 
diminution significative du nombre total des granules contenant MIF à la fois dans les 
cellules corticotropes (38% de diminution) que dans les cellules thyrotropes (64% de 
diminution) en comparaison avec les hypophyses des souris témoins, les granules contenant 
du MIF seul étant celles qui diminuent le plus. Des expériences in vitro sur des cellules 
AtT-20 traitées avec des concentrations croissantes de CRH ont confirmé que la CRH 
induisait la sécrétion d'ACTH ainsi que la libération de MIF de manière dépendante de la 
dose avec des concentrations de CRH plus faibles que celles nécessaires pour libérer 
l'ACTH. 
L'ensemble de ces travaux ont confirmé que MIF était une nouvelle hormone de 
l'hypophyse antérieure, libérée pendant une endotoxémie selon un patron qui varie en début 
d'infection et au fur et à mesure de la progression de l'infection et qu'il présentait un rôle 
systémique potentiel dans la réponse à un stress comme une infection (Nishino et al., 
1995). 
Figure 19 : Cellules corticotropes de type I et II dans l'adénohypophyse de souris. 
Images tirées de (Nishino et al, 1995). Cellules corticotropes doublement marquées avec un 
anticorps anti-MIF (particules d'or de 10 nm) et un anticorps anti-ACTH (particules d'or de 20 nm), 
ME, 14 OOOx; 22 OOOx. À gauche, une cellule corticotrope de type I et à droite, une cellule 
corticotrope de type II. 
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1.3.4.5- MIF et l'axe HHS : contre-régulateur des glucocorticoïdes 
L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien joue un rôle important dans le sepsis. De 
plus, MIF est une cytokine pro-inflammatoire puissante ayant un pouvoir létal important 
dans le sepsis (biomarqueur de survie et aux propriétés majoritairement procoagulantes) et 
est également une hormone adénohypophysaire, sécrétée et libérée par des cellules 
corticotropes, elles-mêmes responsables de la production de cortisol par la glande 
surrénale. 
C'est en 1995 que Calandra et al. ont montré pour la première fois que 
contrairement aux autres cytokines pro-inflammatoires qui sont réprimées par les GC, 
l'expression de MIF pouvait être induite par les GC (Aeberli et al., 2006a) en faible 
concentration à la fois in vitro dans des cultures de macrophages (Raw 264.7) incubées 
avec du déxaméthasone (GC) ou de l'hydrocortisone, de façon dépendante de la dose (10' 
I6M étant la concentration minimale) et in vivo par injection intraveineuse de 
déxaméthasone chez des rats (0.1 à 20 mg/kg) (Calandra et al, 1995). Des observations 
similaires ont été faites dans des cultures de cellules T activées (Bâcher et al, 1996) ainsi 
que dans des cultures de fibroblastes synoviaux dans l'arthrite rhumatoïde (Leech et al, 
1999). 
Chez des patients volontaires sains, il a aussi été montré que MIF était présent à des 
concentrations relativement élevées (2-6 ng/ml) et que dans ces conditions, un effet direct 
de MIF sur les cellules immunitaires ou sur l'activité des GC pouvait être possible (Donn et 
Ray, 2004). Petrovsky et al, ont d'ailleurs mis en évidence un rythme circadien de MIF qui 
coïncide avec celui du cortisol chez des sujets sains (Petrovsky et al, 2003). De plus, 
l'activation induite par un stress de l'axe HHS provoque une augmentation sérique des taux 
d'ACTH et du cortisol associée à une élévation concomitante des taux de MIF (50 ng/ml) 
dans le sérum (Calandra et al, 1995). Beishuizen et al ont également montré dans une 
étude clinique, que les patients en choc septique avaient des taux plasmatiques élevés de 
MIF autour de 15 ng/L (pendant 13 jours) de façon constante contrairement aux patients 
« trauma » ou au sujets sains (< 3 |ig/L) concomitant avec des taux sériques élevés et 
persistants de cortisol chez ces patients en choc septique («120 nmol/L) mais une 
dissociation avec les taux d'ACTH chutant dès le 4ème jour. Ceci mettant en avant le fait 
51 
que MIF serait un modulateur neuroendocrinien de l'inflammation systémique (Beishuizen 
étal, 2001). 
Bien qu'il soit induit par les GC, le MIF est également capable de directement 
antagoniser leurs effets. Par exemple, une pré-incubation d'une heure avec de la 
déxaméthasone (10'9M) ou de déxaméthasone + rMIF (MIF recombinant) à des 
concentrations croissantes (0, 0.01, 0.1, 1 ng/ml) dans des cultures de monocytes humains 
traitées ensuite avec du LPS, montre que MIF renverse l'inhibition de la production de 
cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-ip, IL-6 et IL-8) induite par les GC. MIF annule 
aussi l'inhibition des GC sur la létalité induite par le LPS in vivo (Calandra et al, 1995). 
Des résultats similaires ont été mis en évidence sur la sécrétion de TNF, IL-1, IL-6, IL-8 et 
INFy par d'autres équipes (Bâcher et al., 1996; Donnelly et al., 1997). Ces exemples 
suggèrent qu'il existe une relation réciproque entre MIF et les GC dans le contrôle de la 
réponse inflammatoire et immunitaire et que MIF agirait comme un contre-régulateur 
physiologique des effets anti-inflammatoires des GC (Aeberli et al., 2006a). Cette 
réciprocité d'action entre les GC et MIF semble finement régulée. Par contre l'habilité de 
MIF à réguler l'immunosuppression induite par les GC varie avec les concentrations de GC 
présents et diminue avec de hautes concentrations de GC. MIF n'est pas induit et n'a pas 
d'activité importante à hautes concentrations de GC. Ceci suggère la présence d'un 
mécanisme «défaillant» pour protéger l'hôte contre des réactions inflammatoires 
excessives voire fatales (Maxime et al, 2005). Bruhn et al. ont confirmé dans un modèle in 
vivo de souris septiques (CLP) traitées avec des doses croissantes de déxaméthasone (0, 
0.1, 1 ou 10 mg/kg) que de hautes doses de GC induisaient une diminution des taux 
plasmatiques de MIF après 18hs (Bruhn et al, 2006). Plusieurs équipes ont montrés des 
résultats similaires. Nagasaki et al ont décrit une diminution des taux sériques de MIF dans 
un modèle de rat avec induction d'un dommage vasculaire par un ballon aortique traités 
avec du méthylprednisolone (GC) de façon dépendante de la dose (0.5, 5.0, 50, and 500 
mg/kg) et De Mendonca-Fïlco et al. ont montré que l'administration de 15 mg/kg de 
méthylpredisolone diminuait la concentration sanguine de MIF chez des patients ayant subi 
un pontage cardiovasculaire (De Mendonca-Filho et al, 2004; Nagasaki et al., 2004). 
L'ensemble de ces résultats confirme la relation entre les GC et MIF. tout en 
mettant en évidence la complexité de cette relation, avec des effets différents dans des états 
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physiologiques ou pathologiques. Les interactions principales de MIF et des GC sont mises 
en évidence dans la Fig. 20. 
En 2007, Flaster et al ont tenté de répertorier l'ensemble des mécanismes 
moléculaires de l'activité régulatrice MIF/Glucocorticoïdes (Fig. 21) (Flaster et al, 2007). 
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Figure 20 : Interactions du MIF et des Glucocorticoïdes in vivo. 
Schéma adapté de (Bucala, 1996; Baugh et Donnelly, 2003). Position du MIF dans l'interface 
immuno-neuroendocrine. MIF est rapidement produit par l'hypophyse et les cellules de l'immunité 
comme les monocytes, les macrophages en réponse à un stress ou une infection. Dans le 
compartiment inflammatoire, MIF peut contrebalancer les actions anti-inflammatoires des GC et 
promouvoir la production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-ip, IL-2, IL-6, IL-8, IFNy). 
•MIF est également produit par la glande surrénale et peut avoir un effet autocrine sur celle-ci. 
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Figure 21 : Schéma récapitulatif de la régulation des effets immunosuppressifs des GC par le 
MIF : mécanismes moléculaires possibles. 
Schéma adapté de (Flaster et al., 2007) basé sur les résultats publiés de (Mitchell et al., 1999; Daun 
et Cannon, 2000; Kleemann et al., 2000a; Roger et al., 2005; Van Molle et Libert, 2005; Aeberli et 
al., 2006b; Lue et al., 2006). Lors d'une infection, les récepteurs TLRs reconnaissent les motifs 
moléculaires liés aux pathogènes. Les TLRs activés induisent la synthèse de MIF libéré par la 
cellule. Les TLRs activés sont également responsables de l'activation de NF-KB permettant lui-
même la synthèse des cytokines, des molécules d'adhésion et la co-stimuiation de gènes. En 
parallèle, les GC se lient à leurs récepteurs (GR), induisant ainsi l'activation de la synthèse d'IicB, 
inhibiteur naturelle de la synthèse de NF-KB en se liant à celui-ci. De plus, le MIF présent dans la 
cellule bloque indirectement l'effet des GC en bloquant la synthèse d'IicB. Celui-ci n'étant plus 
synthétisé, il ne pourra plus se lier à NF-KB, levant ainsi son inhibition et permettant la production 
des cytokines, des molécules d'adhésion et la co-stimulation de gènes. Les GC peuvent également 
activer la synthèse de MKP-1 (phosphatase I des MAPK) pouvant elle-même être inhibée par MIF. 
MIF peut se lier à son récepteur CD74 et co-récepteur CD44 activant la voie des MAPK 
ERK1/ERK2 (phosphorylation) induisant la production de CPLA2 (cytosolic phospholipase A2). 
L'acide arachidonique, le produit de CPLA2 est le précurseur pour la synthèse des prostaglandines et 
des leucotriènes par l'intermédiaire de la cyclooxygenase-2 (COX-2). La liaison GC/GR bloque 
cPLA2 inhibe ainsi la production des prostaglandines. MKP-1 peut également inhiber cette voie en 
favorisant la déphosphorylation d'ERKl/ERK2. MIF peut également activer la voie des 
prostaglandines en se liant à JAB1, une protéine intracellulaire. COX-2 contribuant à la production 
des prostaglandines. MIF peut aussi bloquer p53, protéine pro-apoptotique, permettant la survie des 
cellules inflammatoires et le maintien de l'inflammation. L'acide arachidonique peut aussi activer la 
voie des MAPK JNK (Jun N-terminal kinase) en induisant leur phosphorylation optimisant la 
transcription d'ARNm de cytokines comme le TNFa. La liaison GC/GR bloque cette voie de façon 
indirecte par l'intermédiaire de MKP-1 activant MAPKAPK2 (MAPK-activatedprotein kinase 2) 
qui dégrade l'ARNm de ces cytokines. 
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1.3.5- Son récepteur CD74 et son corécepteur CD44 
Bien que MIF ait été identifié en 1989 (Weiser et al., 1989), il faut attendre 2003 
pour que CD74, une protéine transmembranaire de type II, soit identifié comme le 
récepteur membranaire de MIF, celui-ci se liant avec une très forte affinité au domaine 
extracellulaire de CD74 (isoforme de 35 kDa dans cette étude) (Leng et al., 2003). 
Le CD74 (CD pour cluster of différenciation, nomenclature utilisée pour définir les 
protéines de surface correspondant à un type cellulaire ou un stade de différenciation 
cellulaire et sont reconnues par une classe ou un groupe d'Ac) est aussi appelé chaîne 
invariante «In» associé à l'antigène «la» ou chaîne invariante Ii associé à l'antigène la. 
Dans les années 90, plusieurs équipes ont mis en évidences des isoformes de CD74 
par épissage alternatif, à savoir 4 isoformes p33, p35, p41 et p43 chez l'humain (Strubin et 
al., 1986; O'sullivan et al., 1987) et 2 isoformes Ii 31 et Ii 41 chez la souris (Koch et al., 
1987). CD74 a d'abord été trouvé dans les cellules de l'inflammation comme les 
lymphocytes B, les monocytes, les macrophages et autres cellules exprimant des molécules 
de classe II du CMH. CD74 a comme rôle principal celui de protéine chaperonne 
s'associant aux molécules de classes II du CMH nouvellement synthétisées et permettant 
leur adressage intracellulaire du réticulum endoplasmique vers l'appareil de golgi (Bakke et 
Dobberstein, 1990; Lotteau et al, 1990). Une faible proportion de CD74 (2 à 4 %) se 
retrouve également à la surface cellulaire et seulement quelques uns de ces Ii sont modifiés 
par l'addition de sulfate de chondroïtine en position 201 (Ii-CS) (Sant et al, 1985; Wraight 
et al., 1990; Arneson et Miller, 2007). CD74 est donc aussi exprimé dans de nombreux 
tissus comme les poumons, l'épithélium gastrique (Beswick et al, 2006), les reins 
(Sanchez-Nino et al, 2009), la vessie (Meyer-Siegler et al., 2004a; Meyer-Siegler et al., 
2004b), la prostate (Meyer-Siegler et al, 2006), la glande surrénale plus particulièrement 
dans la zone réticulée (Marx et al, 1997). L'identification de la présence de CD74 et de 
MIF dans ces tissus a souvent été mise en évidence suite à leurs rôles dans la prolifération 
cellulaire et l'inflammation (surexpressions de ceux-ci) soit dans des cas pathologiques 
comme les cancers (prostate, vessie, épithélium gastrique suite à une infection par 
Helicobacterpylori) (Meyer-Siegler et al., 2004a; Meyer-Siegler et al., 2004b; Sapra et al., 
2005; Beswick et al., 2006; Meyer-Siegler et al., 2006), les maladies inflammatoires, la 
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maladie d'Alzheimer (responsables d'enchevêtrement neurofibrillaires) (Bryan et al., 
2008), les maladies cardiovasculaires (plaques athéroclérotiques dans les vaisseaux 
sanguins) (Martin-Ventura et al, 2009), les néphropathies liées au diabète (Sanchez-Nino 
etal., 2009). 
Mitchelî et al avaient d'ailleurs déjà montré que MIF était responsable de 
l'activation de la voie des MAPK ERK1/2, de la prolifération cellulaire et de la production 
de prostaglandine E2 (Mitchell et al, 1999), mais il faudra attendre plusieurs années pour 
que plusieurs équipes confirment que ceci était seulement possible si MIF était lié à son 
récepteur CD74 (Leng et al, 2003; Meyer-Siegler et al, 2004a; Stein et al, 2004; Beswick 
et al, 2006; Meyer-Siegler et al, 2006; Starlets et al, 2006). Comme le domaine 
intracellulaire de CD74 ne possède pas de motif de liaison pour les molécules de 
signalisation, cela laissait supposer que le complexe MIF-CD74 demandait le recrutement 
d'un récepteur supplémentaire en mesure de transmettre le signal. 
Naujokas et al. ont mise en évidence l'interaction de CD74 (Ii-CS) avec le CD44 
lors de stimulations immunitaires (Naujokas et al., 1993). CD44 a d'abord été observé dans 
les cellules du sang (leucocytes, globules rouges, plaquettes), les cellules endothéliales, les 
fibroblastes. Plusieurs isoformes ont été décrits (80 à 250 kDa). Celui-ci est fortement 
glycosylé et fait partie de la famille de liaison du cartilage. CD44 a pour ligand l'acide 
hyaluronique. Il participe à l'adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales et la 
matrice extracellulaire (collagène, fibronectine), à la migration et à l'activation cytolytique 
des lymphocytes, au développement et à la différenciation de l'os au niveau fœtal (Jamal et 
Aubin, 1996) et serait impliqué dans la progression de cancers métastasiques ou tumoraux. 
Maintenant, nous savons que CD44 (Pgp-1, Hermes) était un candidat idéal car il a été 
montré comme étant un co-récepteur indispensable du complexe MIF-CD74 pour activer la 
voie des MAPK ERK1/2 (Leng et Bucala, 2006; Shi et al, 2006; Gore et al, 2008). 
Plusieurs voies de signalisations hypothétiques ont été formulées mais restent encore à être 
vérifiées (Leng et Bucala, 2006). 
II - HYPOTHÈSES DU PROJET 
Il est très clair, en regard de cette revue de littérature, qu'il existe une implication du 
MIF dans la perturbation fonctionnelle de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien lors 
d'un sepsis expérimental. 
En se basant sur les différents travaux de la littérature, les premiers résultats obtenus 
par Frédéric Chagnon (Chagnon et al., 2005), assistant de recherche de Dr Lesur, sur les 
différents effets de la neutralisation du MIF sur la dysfonction myocardique endotoxinique 
et grâce aux expertises de Dr Lesur et Dre Gallo-Payet sur l'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien in vivo (Dr Lesur) et in vitro (Dre Gallo-Payet) nous avons pu vérifier ces 
hypothèses dans différents modèles. Nous émettons l'hypothèse générale que MIF est 
impliqué dans l'incapacité de la glande surrénale à répondre au stress induit par le sepsis. 
Son action s'exerce : 
HYPOTHESE 1 : au niveau hypophysaire, en altérant la sécrétion d'ACTH. 
HYPOTHÈSE 2 : directement au niveau de la glande surrénale. 
L'une des hypothèses n'excluant pas l'autre. 
III- MATÉRIELS ET MÉTHODES 
r 
3.1- Etudes in vivo 
3.1.1- Le modèle de sepsis chez le rat 
Les expériences ont été réalisées avec des rats mâles sains Wistar d'environ 350 g 
(Charles River, Québec, Canada). Le protocole expérimental a été approuvé par le comité 
d'éthique de l'Université de Sherbrooke. Dès leur arrivée à l'animalerie, les rats sont placés 
en cage métabolique pour une acclimatation de 4 jours minimum dans un local isolé avec 
un fond de musique douce pour diminuer le stress. Ils reçoivent une diète standard et de la 
boisson à volonté. Lors de l'expérience, toujours en début d'après midi, les rats sont 
anesthésiés par inhalation d'isoflurane (Baxter Corp., Toronto, Ontario). L'isoflurane a été 
choisi ici en raison de la disparition rapide de son effet dès l'arrêt de son administration. Le 
modèle endotoxinique utilisé reproduit une inflammation systémique accrue et consiste en 
l'injection intra-péritonéale (I/P) de 10 mg/kg de LPS de Escherichia coli 055 :B5 ou d'1 
ml du véhicule (NaCl 0.9%). De façon concomitante, un anticorps monoclonal de souris 
anti-MIF (IgGl, III.D.9) ou un anticorps control isotypique (IgGl, HB49) originaires de 
clones comparables à ceux décrits ultérieurement (Calandra et al, 2000) sont administrés 
en I/P (10 mg/kg). Il en résulte donc 4 différents groupes de rats : salin + IgG, LPS + IgG, 
salin + anti-MIF, LPS + anti-MIF. Des travaux antérieurs ont montré que ces anticorps 
neutralisaient l'activité biologique du MIF murin in vivo et in vitro (Calandra et al., 2000). 
Il faut noter que seul un acide aminé diffère entre le MIF murin et le MIF de rat en position 
54 (souris : Asn54, rat : Ser54), ce qui ne peut donc pas influencer l'immunoréactivité avec 
le clone anti-MIF III.D.9 (Fingerle-Rowson et al., 2003). Une fois les injections terminées, 
les rats sont replacés dans leur cage métabolique, de façon individuelle. L'induction du 
sepsis expérimental et des différents traitements se fait sur une durée de 18 ± 2 heures. 
L'état général des animaux est observé et les animaux sont euthanasiés en matinée pour 
respecter le cycle circadien, par décapitation après avoir été assommés sur une brique de 
plomb. Cette euthanasie particulière n'a pas été choisie au hasard. En effet, l'utilisation 
d'un anesthésiant pourrait fausser les résultats de dosage et stresser un peu plus les animaux 
et la décapitation permet également d'obtenir plus de sang pour les analyses plasmatiques. 
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Après euthanasie, le sang est prélevé ainsi que certains organes (hypophyse, glandes 
surrénales, reins, poumons, le cœur (apex et le centre) et aorte)). Ces organes sont congelés 
rapidement dans l'azote liquide pour l'extraction protéique et gardés à -80°C, certains sont 
gardés en formaldéhyde ou paraformaldéhyde pour des coupes histologiques (hypophyses 
et/ou surrénale gauche). 
3.1.2- Études histologiques 
Les organes sont prélevés rapidement lors de l'euthanasie afin d'éviter la nécrose 
des tissus. Deux protocoles de préparation des tissus ont été utilisés. 
Le premier consiste à mettre les tissus prélevés dans une solution de para-
formaldéhyde-DEPC 4% décongelée à 4°C. Après 2 hs à température ambiante, les organes 
sont ensuite transférés dans une solution de PBS-sucrose-DEPC 15% pour 1 h à 
température (élimination du para-formaldéhyde). Cette étape est répétée une deuxième fois. 
Les tissus sont ensuite gardés O/N à 4°C dans une nouvelle solution de sucrose-DEPC 
15%. Le DEPC (Diethyl pyrocarbonate) est un inhibiteur non spécifique des ribonucléases. 
Le lendemain ou au maximum deux jours plus tard, les tissus fixés sont envoyés en 
pathologie pour être inclus dans la paraffine et coupés. Il est important de préparer les blocs 
de tissus à l'alcool et sans formol. 
Le second protocole consiste à immerger les tissus prélevés dans une solution de 
formaldéhyde 3.7% à température ambiante. Au bout de 24 hs, la solution est changée et les 
tissus peuvent rester quelques semaines dans cette solution avant d'être envoyés en 
pathologie. 
Dans les deux cas, des coupes histologiques de 3-4 nm d'épaisseur sont réalisées sur 
des lames chargées non colorées pour d'éventuelles techniques d'immunohistochimie et 
une coupe colorée H&E (Hématoxyline et Éosine) pour les études histologiques. Les études 
histologiques qualitatives ont été réalisées à l'aide du microscope Olympus BX51, de la 
caméra Qlmaging Retiga 200R Fast 1394 et du logiciel Image Pro Plus 6.2. 
Les coupes histologiques ont été réalisées sur les hypophyses et les glandes 
surrénales gauches. Ces organes sont placés à plats dans le moule de façon à ce que des 
coupes sagittales soient réalisées afin de voir l'ensemble des structures qui nous intéressent. 
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Compte tenu de la mauvaise qualité des coupes reçues, les dernières coupes ont été 
réalisées par Virginie Dozias, la technicienne de la plateforme de phénotypage au 
département d'anatomie et biologie cellulaire. 
3.2- Études in vitro 
Des cultures primaires de cellules glomérulées et fasciculées ont été réalisées à 
partir des glandes surrénales de rats femelles Long-Evans de 8 à 12 semaines (Charles 
River, Saint Constant, Québec, Canada) pesant autour de 250 g et gardées minimum 2 
semaines en acclimatation (Gallo-Payet et Payet, 1989). Le mode d'euthanasie utilisé est le 
même que celui utilisé dans le modèle in vivo. Les glandes sont prélevées le plus 
rapidement possible à l'aide d'une pince courbe stérile. Les glandes sont gardées dans un 
Pétri sur glace contenant du milieu MEM (Eagle's médium) (GIBCO BRL, Burlington, 
Ontario, Canada) dans lequel est ajouté 2% d'antibiotiques (AB) soit 100 U/ml se 
pénicilline et 100 ng/ml de streptomycine (GIBCO BRL), de HEPES 20 mM, de la 
glutamine IX tout au long du prélèvement. Les étapes suivantes sont réalisées dans une 
salle de culture, sous hotte pour travailler le plus possible en milieu stérile. Les glandes sont 
dégraissées délicatement. Avec la pointe d'une lame de scalpel, la capsule est coupée 
légèrement en surface, et avec précaution, la capsule à laquelle est attachée la zone 
glomérulée est séparée du reste de la glande en faisant glisser l'ensemble « zone fasciculée, 
zone réticulée et médullo-surrénale » à l'aide du dos de la lame du scalpel. Les deux parties 
ainsi obtenues sont placées chacune dans un Pétri contenant du MEM 2% AB. Une fois 
toutes les glandes disséquées, l'ensemble « zone fasciculée, zone réticulée et médullo-
surrénale » est finement découpé au scalpel pour ensuite être transféré dans un mélange de 
MEM 2% AB contenant de la collagénase (2 mg/ml, 2 glandes/ml) (GIBCO BRL) et de la 
désoxyribonucléase (25 |ig/ml) (Sigma-Alrich Co., St-Louis, MO) afin de dissocier les 
cellules. La même opération est réalisée avec la capsule à laquelle est associée la zone 
glomérulée. La digestion se fait pendant 20 à 30 min dans un incubateur à 37°C dans une 
atmosphère de 95% d'air, 5% de CO2 en agitant doucement toutes les 5 min Par la suite, 
les cellules sont dissociées mécaniquement par des aspirations délicates à l'aide d'une 
pipette stérile de 10 ml par environ 20 à 30 aller-retours. Le contenu est filtré sur un filtre 
de 0.22 nm et chaque groupe de cellules est recueilli dans un Falcon de 50 ml contenant du 
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milieu d'isolement MEM 2% AB. Les cellules recueillies sont centrifugées 10 min à 83 
RCF (Force centrifuge relative ou force g). Les culots sont repris avec du milieu complet 
OPTI-MEM (GIBCO BRL) contenant 2% de SVF (sérum de veau fœtal) (GIBCO BRL) et 
1% d'antibiotiques soit 100 U/ml se pénicilline et 100 ng/ml de streptomycine (GIBCO 
BRL). Deux cents ni de suspension de cellules sont déposés au centre de Pétri de 35 mm et 
sont placées délicatement dans l'incubateur à 37°C (95% d'air, 5% de CO2) pour 45 min 
avant de compléter avec 2 ml de milieu OPTI-MEM 2% SVF, 1% AB. Attendre 24 hs 
avant de changer le milieu. Les cellules glomérulées ou fasciculées sont mises en culture 
pour 3-4 jours avant de faire les différentes stimulations. Dans le cas des cellules 
fasciculées, l'ensemble « zone fasciculée, zone réticulée et médullo-surrénale » a été mise 
en culture mais seules les cellules fasciculées adhèrent au Pétri. Les autres types cellulaires 
(globules rouges, cellules réticulées et de la zone médullo-surrénales) seront éliminées au 
changement de milieu. Le nombre de cellules est environ 150 000 cellules glomérulées et 
300 000 cellules fasciculées par Pétri. Cette estimation permet de calculer le nombre 
d'animaux à utiliser (une glande par Pétri). Un comptage final plus précis est réalisé après 
les 3-4 jours de cultures au moment des différentes stimulations (au temps tO et en fin de 
stimulations). Les résultats sont ensuite rapportés à 150 000 cellules pour les cellules 
glomérulées et 300 000 cellules pour les cellules fasciculées. Dans le cas de préparation de 
Pétris de cultures primaires dans le but de réaliser des immunofluorescence, nous 
ensemençons les boîtes de Pétri a raison d'environ 75 000 cellules par Pétri. 
3.3- Immunobuvardages 
3.3.1- Sur organes 
Les protéines totales sont extraites des glandes surrénales et des hypophyses de rats. 
Durant toute l'extraction, les échantillons sont gardés sur glace. Les organes congelés à 
-80°C sont placés dans un tube de verre contenant 500 ni tampon de lyse froid 
préparé extemporanément (pas plus de 2 organes à la fois). C'est un mélange de TRIS 50 
mM pH 7.4; d'EDTA 100 mM et d'EGTA 50 mM (deux chélateurs de calcium); de NaF 
(Fluorure de sodium) 100 mM, de NaPP (Sodium polypectate) 100 nM et de Na3V04 5 mM 
qui sont trois inhibiteurs de phosphatases; de NP-40 10% (Nonyl 
phenoxylpolyethoxylethanol) un détergeant qui solubilise la membrane cellulaire; d'un 
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mélange d'inhibiteurs de protéases (1 capsule Complété, Mini, EDTA Free, Roche Applied 
Science) et du PMSF 50 mM, également un inhibiteur de protéases. Les organes sont 
homogénéisés à l'aide d'un polytron (2 fois) avec repos sur glace entre chaque homogénat. 
Il est important que chaque homogénéisation ne dure pas plus de 15-20 secondes pour ne 
pas chauffer les tissus et ainsi éviter la dégradation protéique. Les homogénats sont 
transférés dans des tubes eppendorfs et incubés 30 min en vortexant chaque 5 min. Les 
échantillons sont soniqués 10 secondes afin de bien faire éclater les membranes cellulaires 
des tissus pour une extraction protéique maximale. Les extraits sont centrifugés 10 000 g 
pendant 15 min à 4°C en mode RCF afin d'éliminer les débris cellulaires et ne reprendre 
que les surnageants. Ceux-ci sont ensuite aliquotés et conservés à -80°C. Les extraits 
protéiques totaux sont dosés par technique de Bradford. Il est préférable de les doser 
directement après l'extraction pour un meilleur résultat et limiter les dégels-regels pouvant 
les altérer. La technique utilisée réside dans un principe colorimétrique. Le réactif de 
Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Regent Concentrate, Bio-Rad Laboratories) coloré 
en jaune, se colore en bleu en présence de protéines de façon proportionnelle (D.O entre 
570 et 595 nm, gamme standard BSA). 
Pour étudier l'expression protéique de MIF, nous nous sommes basés sur les travaux 
d'une équipe étudiant le rôle de la substance P sur CD74 et CD44 dans la vessie de rat 
(Meyer-Siegler et Vera, 2005). Les protéines des différents échantillons (30 ng de protéines 
totales d'hypophyses ou de surrénales des différents groupes de rats) sont séparées par 
électrophorèse en utilisant un gel de polyacrylamide 15% (SDS-PAGE) à 120-140 volts 
pendant environ 1 h. Ensuite, les protéines sont transférées sur une membrane de 
nitrocellulose (Bio-Rad Transfer Médium, Bio-Rad Laboratories) à 100 volts pendant 1 h. 
La membrane est lavée 5 min dans du TBS pour être ensuite incubée 1 h à température 
ambiante sous agitation dans une solution 5% lait/TBS permettant ainsi de bloquer les sites 
non-spécifiques. La membrane est incubée O/N à 4°C sous agitation dans un sac de 
plastique scellé contenant cette même solution de blocage auquel est ajouté l'anticorps 
primaire anti-MIF polyclonal Purified Rabbit Anti-Rat MIF TP-234 dilué au 1: 2000 
(Torrey Pines Bioloabs, Inc, TP aliquoté à -20°C). Cet anticorps est spécifique de notre 
protéine d'intérêt, le MIF. La membrane est ensuite lavée 3 fois 15 min sous agitation 
pendant 15 min et placé de nouveau dans un sac scellé contenant la solution de lait 5%/TBS 
63 
et l'anticorps secondaire Anti-Rabbit IgG HRP linked (Cell Signaling Technology, à -
20°C) dilué au 1:1000 pendant 1 h sous agitation à température pièce. La membrane est de 
nouveau lavée 3 fois 15 min avec du TBS. L'activité HRP est détectée par 
chimiluminescence avec le système ECL (Amersham Hyperfilm ECL High Performance 
Chemiluminescence film, GE Healthcare Limited) et les films sont révélés après 8-10 min 
d'exposition. La taille attendue de la protéine d'intérêt se situe autour de 12.5 kDa. La 
GAPDH a été utilisée comme protéine de référence. Pour étudier la modulation 
d'expression protéique de MIF, nous avons réalisé le rapport des aires de chaque bande 
protéique obtenue en immunobuvardage pour chaque groupe (aire du pic de MIF/aire du 
pic de la GAPDH) et nous avons ensuite réalisé un rapport des moyennes des groupes 
« sepsis » sur leur propre groupe témoin (%). 
La méthodologie pour les immunobuvardages a été inspirée des protocoles de 
Meyer-Siegler et al. ayant étudié l'expression de MIF, CD74 et CD44 dans la vessie de rat 
(Meyer-Siegler et al, 2004b; Meyer-Siegler et Vera, 2005) et le rôle de MIF et CD74 sur la 
croissance et l'invasion des cellules cancéreuses de prostates DU-145 (Meyer-Siegler et al., 
2006). C'est pour cette raison que nous avons utilisé des extraits de prostates humaines 
normales ou cancéreuses que nous avions au laboratoire pour utiliser comme tissus témoins 
exprimant le CD74 pour les immunobuvardages. Les protéines des différents échantillons 
(30 |ig de protéines totales d'hypophyses ou 15 ng de protéines totales de surrénales des 
différents groupes de rats) sont séparées par électrophorèse en utilisant un gel de 
polyacrylamide 12% (SDS-PAGE) à 120 volts pendant environ 2 hs. Les protéines sont 
ensuite transférées sur une membrane de difluorure de polyvinylidène (PVDF) (Boehringer 
Mannheim) à 10 volts à 4°C, pendant environ 18 hs. Contrairement à la membrane de 
nitrocellulose, celle-ci doit être « pré-activée » dans des bains successifs (30 secondes dans 
du méthanol absolu, 5 min dans de l'eau distillée et ensuite maintenue dans le tampon de 
transfert). Après le transfert, la membrane de PVDF est rincée dans du tampon TBS (Tris, 
pH 7.5) contenant 0.05% de Tween-20 (Bio-Rad, Hercules, CA) pour être ensuite incubée 1 
h à température pièce dans une solution contenant du 1% gélatine/TBS-Tween 0.05% 
permettant ainsi de bloquer les sites non-spécifiques. Après le blocage dans la solution à 
base de gélatine, il est nécessaire de rincer la membrane 3 fois 10 min dans du TBS-Tween 
0.05% avant de mettre l'anticorps primaire dilué dans du TBS-Tween 0.05% car la gélatine 
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fige à 4°C. La membrane est incubée 0/N à 4°C sous agitation dans un sac de plastique 
scellé contenant l'anticorps primaire anti-CD74 polyclonal CD74 (C-16) sc-5438 goat 
polyclonal IgG dilué au 1:200 (Santa Cruz, Biotechnology, INC, à 4°C). Cet anticorps est 
spécifique de notre protéine d'intérêt, le CD74, récepteur du MIF. La membrane est ensuite 
lavée 6 fois 10 min dans du TBS-Tween 0.05% sous agitation et placée de nouveau dans un 
sac scellé contenant du TBS-Tween 0.05% et l'anticorps secondaire donkey anti-goat IgG 
HRP conjugate pre-absorbed sc-2056 dilué au 1:10 000 (Santa Cruz, Biotechnology, 
INC, à 4°C) pendant 1 h sous agitation à température pièce. La membrane est de nouveau 
lavée 6 fois 10 min dans du TBS-Tween 0.05% sous agitation. L'activité HRP est détectée 
comme précédemment. Les films sont révélés après 10-15 min d'exposition. La taille 
attendue de la protéine d'intérêt se situe autour de 31-45 kDa. 
L'immunobuvardage est une méthode semi-quantitative qui permet de mettre en 
évidence la présence ou non d'une protéine d'intérêt au sein d'un organe et d'étudier son 
expression. Pour étudier cette modulation, il suffit de comparer l'expression d'une protéine 
connue pour ne pas être modulée avec les protéines d'intérêt. Il a été décidé d'utiliser 
l'actine pour étudier la modulation d'expression de CD74 et la GAPDH pour MIF. 
L'actine a un poids moléculaire compris entre 43 et 47 kDa. A l'aide d'un kit 
commercial (Re-Blot plus Mild solution 10X, Temecula California, Millipore), les 
anticorps sont détachés mécaniquement et chimiquement pour réutiliser la membrane. 
Celle-ci est ensuite bloquée 2 fois 5 min dans du TBS- 5% lait. La membrane est incubée 
avec l'anticorps primaire anti-actine monoclonal Mouse anti-actin monoclonal antibody 
MAB1501R dilué au 1:2000 0/N à 4°C sous agitation dans du TBS-5% lait (Chemicon, à 
4°C). La membrane est ensuite lavée 3 fois 15 min dans du TBS-Tween sous agitation et 
incubée avec l'anticorps secondaire Anti-Mouse IgG HRP linked (Cell Signaling 
Technology, -20°C) dilué au 1:1000 pendant 1 h sous agitation à température pièce. La 
membrane est de nouveau lavée 3 fois 15 min dans du TBS sous agitation. L'activité HRP 
est détectée comme précédemment. Les films sont révélés après 5-9 min d'exposition. 
La GAPDH a un poids moléculaire de 36-38 kDa. Selon le même protocole que 
l'actine, l'anticorps primaire GAPDH monoclonal Mouse anti-Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase monoclonal antibody MAB374 (Millipore, à 4°C) dilué au 
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1 :400 et l'anticorps secondaire Amersham ECL Anti-Mouse IgG HRP linked Species-
Specific whole Antibody NA931 (GE Healthcare UK limited, à 4°C) dilué au 1:2500 ont 
été utilisés et les films sont révélés après 10 min d'exposition. 
Pour analyser les résultats d'immunobuvardage, les films sont scannés (HP PSC 
1510 ou HP ScanJet G3010, Hewlett Packard) et les bandes d'intérêts sont traitées avec le 
logiciel Image J. Ce logiciel permet de calculer les aires correspondantes de chaque bande 
représentant une protéine. Les rapports de ces aires protéines d'intérêt/actine ou protéines 
d'intérêt/GAPDH sont ensuite réalisés. 
3.3.2- Sur des cellules en culture 
3.3.2.1- Immunobuvardagepour étudier l'expression de CD74. 
Les cellules sont cultivées 3-4 jours à raison d'environ 150 000 cellules glomérulées 
et 300 000 cellules fasciculées par Pétri. Après différentes stimulations des cellules, les 
surnageants sont récoltés et gardés (1ml) à -20°C pour d'éventuels dosages. Pour réaliser 
l'extraction des protéines totales, les cellules sont rapidement rincées 2 fois avec du PBS 
IX froid sur glace. Elles sont ensuite lysées à l'aide d'une solution de lyse bouillante (2% 
SDS, 1% Triton X-100 dans du PBS IX, environ 100 jil pour 1 million de cellules). Les 
cellules sont grattées et transférées dans des tubes eppendorfs. Les tubes sont mis à bouillir 
3 fois 5 min en faisant des allers et retours à l'aide d'une pipette entre chaque période 
d'incubation pour optimiser la lyse et homogénéiser la solution. Les tubes sont centrifugés 
rapidement et les surnageants comprenant les protéines totales sont transférés dans des 
tubes eppendorfs, le tout sur glace pour ne pas dégrader les protéines. Une fois les protéines 
dosées, les échantillons peuvent être conservés avec 5% de P-mercaptoéthanol final et 
congelées à -20°C pendant 2 ou 3 semaines maximum. Le dosage des extraits protéiques est 
réalisé avec un kit commercial par technique de Bradford (Biorad DC Protein Assay, Bio-
Rad Laboratories). L'expression de CD74 est évaluée par immunobuvardage (section 3.3.1) 
en utilisant 15 ng d'extraits protéiques aussi bien pour les cellules fasciculées que pour les 
cellules glomérulées. 
Les anticorps sont enlevés de la membrane à l'aide d'un tampon glycine 0.2 M, pH 
2.5 (15 g de glycine, 500 |il de Tween-20 qsp 1 litre d'eau distillée après avoir ajusté le pH) 
2 fois 1 h sous agitation à 70°C. Elles sont ensuite lavées 3 fois 10 min sous agitation à 
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température pièce dans du TBS-Tween 0.05% puis incubées 1 h à température pièce dans 
un tampon de blocage 0.5% BSA/TBS-Tween 0.05%. Celles-ci sont incubées O/N à 4°C 
sous agitation en présence de l'anticorps primaire Mouse anti-actin monoclonal antibody 
MAB1501R (Chemicon, à 4°C) dilué au 1:1000 dans cette même solution de blocage. 
Après incubation, les membranes sont lavées (3 x 10 min, TBS-Tween 0.05%) sous 
agitation à température pièce puis incubées 1 h avec l'anticorps secondaire anti-mouse IgG 
HRP (GE Healthcare Limited) dilué au 1:2000 sous agitation à température ambiante. 
L'activité HRP est détectée comme précédemment et les films sont révélés après 15 
secondes à 1 minute d'exposition. La taille attendue de l'actine se situe autour de 47 kDa. 
Les analyses des résultats se font par Image J comme à l'habitude. 
3.3.2.2- Immunobuvardagepour étudier l'expression dep42/p44mapk 
Nous nous sommes surtout inspirés des protocoles de l'équipe de Lue et al., même 
s'ils utilisaient un modèle de lignée cellulaire MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts), du 
MIF recombinant humain et des anticorps de p42/p44mûp* différents (Lue et al, 2006). 
Les cellules fasciculées sont cultivées 3-4 jours afin d'obtenir 300 000 cellules 
environ par Pétri. Après différentes stimulations, les surnageants des cultures sont récoltés, 
gardés (1ml) à -20°C pour d'éventuels dosages et les protéines totales sont extraites. Les 
cellules en Pétris sont rapidement rincées avec du HBS IX froid puis incubées 10 min avec 
900 ni de tampon de stabilisation bien froid (HBS IX, ImM Na3V04, 0.1 mM de 
staurosporine et 14 capsule Complété, EDTA free, Roche Applied Science (des inhibiteurs 
de protéases)). Le tampon est alors aspiré et 75 ni de tampon de lyse froid (50 mM HEPES 
pH 7.8, 1% IGEPAL (Sigma), 1 mM Na3V04, 0.1 mM de staurosporine et des inhibiteurs 
de protéases) est ajouté (75|il/3 Pétris de même conditions). Les cellules sont rapidement 
grattées et transférées en tubes eppendorfs sur glace. Ces échantillons ainsi obtenus sont 
gardés pendant 30 min sur glace en les resuspendant aux 5 min pour bien lyser les cellules. 
Il est important de tenir les tubes par le haut pour ne pas réchauffer leur contenu 
(phosphorylation hypersensible à la chaleur). Les tubes sont ensuite centrifugés 10 min à 
4°C à 12 000 g. Les surnageants aussi obtenus sont transférés dans des tubes eppendorfs 
froids. Une fois les protéines dosées, les échantillons peuvent être conservés avec 5% de (î-
mercaptoéthanol final et congelés à -20°C pendant 2 semaines maximum. 
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Pour les immunobuvardages, les échantillons protéiques après avoir migrés sur gel 
SDS-PAGE 10%, sont transférés sur membrane PVDF O/N à 4°C à 10 volts. Les 
membranes une fois rincées, sont bloquées dans une solution 1% gélatine/TBS-Tween 
0.05%. L'anticorps primaire Phospho-p44/42 MAPK Erkl/Erk2, Thr202/Tyr204 (Cell 
Signaling Cat No:9101, à -20°C) dilué au 1:1000 est incubé 2 hs, à TP, dans du tampon 1% 
gélatine/TBS-Tween 0.05%. Après lavages (6 x 10 min, TBS-Tween 0.05%), l'anticorps 
secondaire Donkey anti-rabbit- HRP (GE Healthcare Limited, à 4°C) dilué au 1:2000 est 
appliqué 1 h à TP dans du TBS-Tween 0.05%. Après lavages (6x10 min, TBS-Tween 
0.05%), l'activité HRP est détectée par ECL et les films sont révélés après 5-10 min 
d'exposition. 
Les étapes d'immunobuvardage spécifiques aux p42/p44mapk totales sont ensuite 
réalisées après avoir enlevé les anticorps spécifiques des pp42/pp44"iap*. Après 1 h de 
blocage (1% gélatine/TBS-Tween 0.05%, TP) et des lavages successifs (3 x 10 min TBS-
Tween 0.05%), l'anticorps primaire p44/42 MAPK Erkl/Erk2, Thr202/Tyr204 (Cell 
Signaling Cat No:9102, à -20°C) dilué au 1:1000 est incubé O/N, à 4°C, dans du TBS-
Tween 0.05%. Une fois lavées (4 x 10 min TBS-Tween 0.05%), les membranes sont 
incubées avec l'anticorps secondaire Donkey anti-rabbit- HRP (GE Healthcare Limited, à 
4°C) dilué au 1:2000, 1 h à TP dans du TBS-Tween 0.05%. Après lavages (4 x 10 min, 
TBS-Tween 0.05%), l'activité HRP est détectée par ECL et les films sont révélés après 30s 
à 10 min d'exposition. 
Dans les 2 cas, les immunobuvardages mettent en évidences 2 protéines de 42 et 44 
kDa. L'anticorps utilisé met en évidence les protéines phosphorylées en position Thr202 et 
Tyr204 d'ERKl et en position Thrl85 et Tyrl87 d'ERK2. Une fois les blots révélés et 
analysés, les rapports des aires protéines phosphorylées/protéines totales sont réalisés. 
3.4- Dosages hormonaux 
3.4.1- Dosage de la corticostérone plasmatique et des surnageants cellulaires 
Pour l'ensemble des dosages plasmatiques, le sang des animaux a été prélevé au 
moment de la décapitation des animaux dans des tubes d'hématologie contenant de 
l'EDTA, un chélateur de calcium auquel a été ajouté 50 ni d'aprotinine de bovin, afin 
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d'éviter la coagulation du sang. Les échantillons sont gardés sur glace et les tubes sont 
centrifugés 10 min à 1800 RPM. Trois phases sont obtenues: le culot rouge contenant les 
hématies, la phase intermédiaire de protéines et le surnageant jaune constituant le plasma. 
Les plasmas sont aliquotés et congelés à -80°C. Les plasmas aliquotés à 150 ni sont 
décongelés à température pièce et extraits à l'éthanol. Chaque échantillon (100 ni) est 
transféré dans un tube de borosilicate identifié auquel est ajouté 1 ml d'éthanol 95%. Le 
mélange est vortexé, centrifugé 10 min à 2000 RPM à 4°C et transvasé dans d'autres tubes 
de borosilicate (culot blanchâtre correspondant aux éléments liposolubles). Faire évaporer 
l'éthanol pendant 1 h à l'aide d'un vacuum. Les échantillons sont alors reconstitués dans 
100 (il de tampon phosphate et conservés à -20°C. 
Pour doser la corticostérone des surnageants cellulaires, ceux-ci ont été gardés à 
-20°C, sont dilués au 1/100 ou utilisés purs selon les concentrations. Pour chaque 
condition, trois Pétris ont été effectuées. 
Le dosage de la corticostérone se fait par technique de RI A (RadiolmmunoAssay). 
L'anticorps anti-corticostérone (ICN Biomedicals Inc # Cat 07-120016) est ajouté aux 
échantillons ainsi que l'antigène 3H corticostérone (D-[l, 2, 6,7-3H] (N) corticostérone, 
NEN : NET 182). Sa solution stock (conservé à -20°C) a une concentration de 250 |j.Ci et 
doit être diluée dans le tampon phosphate pour que 100 nl/tube donne environ 4000 cpm 
(compte par minute). Avec ses 2 solutions d'anticorps et d'antigène, nous obtenons environ 
40% de liaison. Les tubes sont ensuite vortexés et incubés 2 hs à 4°C. Après cette 
incubation, 200 (il de charbon (solution de 650 mg de charbon Norit neutre, 62.5 mg de 
Dextran T-70 et 100 ml de tampon phosphate conservée à 4°C) sont ajoutés au mélange 
incubé sauf dans les 2 premiers tubes qui servent de comptes totaux (CT). Les tubes sont 
ensuite vortéxés et incubés maximum 20 min avant d'être centrifugés 15 min à 3000 RPM 
à 4°C. L'ajout de charbon a pour but d'arrêter la réaction mais permet également de 
« capturer » le 3H libre. Le surnageant est alors décanté et la radioactivité ainsi incorporée 
( H corticostérone) est déterminée à l'aide d'un compteur bêta Beckman. Tous les résultats 
sont exprimés en ng/ml. Les résultats obtenus sont comparés à une courbe standard et 
doivent se situer dans la phase linéaire pour être valides. 
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3.4.2- Dosage plasmatique de l'ACTH 
L'ACTH est mesuré avec le kit commercial Double Antibody hACTH 125I R.I.A Kit 
(# Cat 07-106101) de MP Biomedicals. Comme les autres analyses de RIA, les échantillons 
sont testés en duplicata (50 ni de plasma EDTA pour chaque). 
3.4.3- Dosage plasmatique de la vasopressine 
Les plasmas sont extraits à l'éther. Ce protocole modifié est basé sur les 
recommandations du fabriquant du Kit d'E.L.I.S.A (Assay Designs). Les plasmas (250 (il) 
gardés sur glace sont additionnés de 500 ni d'acétone froid. Le mélange est vortexé. Les 
échantillons sont ensuite centrifugés à 12 000 g pendant 20 min à 4°C. Après avoir recueilli 
le surnageant en tube eppendorf froid, 800|il d'éther froid y sont ajoutés et le mélange est 
centrifugé à 13 000 RPM pendant 10 min après avoir été vortexé. La phase supérieure 
d'éther est éliminée et l'autre phase est délicatement transférée dans un tube de verre froid. 
L'ensemble est séché sous impulsion d'air pendant 30 à 45 min. Une fois sec, l'échantillon 
est repris avec 250 ni d'un tampon fourni par le kit commercial pour être recongelé à -80°C 
jusqu'au moment du dosage. 
Le dosage de la vasopressine est réalisé par ELISA avec le kit commercial arg8-
Vasopressine Enzyme Immunoassay (Assay Designs). 
3.5- Immunofluorescence 
3.5.1- Mise en évidence de la présence de MIF par simple marquage 
Les cellules fasciculées ont été mises en cultures afin d'obtenir une densité finale de 
75 x 103 cellules par Pétri au bout de 3 jours de cultures. Au bout de trois jours, les milieux 
de culture des cellules sont enlevés et gardés à -20°C pour d'éventuels dosages et les 
cellules sont rapidement lavées 2 fois avec 1 ml de PBS froid IX pH7.4 (PBS 10X : 80g de 
NaCl, 2g de KC1, 14.2g d'anhydre Na2P04, 2.4g de KH2P04 ajuster au pH 7.4 qsp 1 litre). 
Les cellules sont fixées avec 1 ml d'une solution de 3.7% de formaldéhyde/PBS IX 
pendant 25 min à 4°C. Les cellules sont de nouveau lavées avec 1 ml de PBS IX pH 7.4 
pendant 10 min sur une plaque agitatrice à température pièce. Les cellules fixées et lavées 
sont ensuite incubées pendant 30 min à température pièce dans 1 ml d'une solution de 
« quenching » contenant 0.1 M de glycine/PBS IX. Cette solution de « quenching » a pour 
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but d'atténuer l'auto-fluorescence. Les membranes cellulaires sont perméabilisées par ajout 
d' 1 ml d'une solution de perméabilisation pendant 20 min à température pièce (0.2% Triton 
X-100/PBS IX). Cette perméabilisation permet la formation de pores au niveau de la 
membrane cellulaire afin que les anticorps puissent plus facilement traverser les 
membranes et entrer dans les cellules. Les cellules sont lavées 2 fois dans 1 ml de PBS IX 
pH 7.4 pendant 10 min à température pièce sous agitation. L'étape suivante consiste à 
enlever l'excédant de liquide et de délimiter un cercle dans notre Pétri à l'aide d'un crayon. 
Il est ajouté 150 JJ.1 de solution de blocage/coupe (0.5% BSA/0.2% Triton X-100/PBS IX) 
pendant 1 h à 4°C dans une chambre noire humide. Il est important d'enlever les 150 (il de 
solution de blocage de chaque coupe avant de rajouter l'anticorps primaire dilué dans de la 
solution de blocage propre afin de respecter le facteur de dilution (les volumes étant très 
petits). Les cellules ainsi fixées et préparées sont incubées O/N à 4°C dans la chambre noire 
humide avec l'anticorps primaire anti-MIF polyclonal Purified Rabbit Anti-Rat MIF TP-
234 dilué au 1: 200 dans la solution de blocage (Torrey Pines Bioloabs, Inc, TP aliquoté à 
-20°C) soit 150 (il/Pétri. Le lendemain, les cellules sont lavées 2 fois 10 min à température 
pièce sous agitation dans du PBS IX pH7.4. Nous avons ensuite appliqué l'anticorps 
secondaire fluorescent vert Donkey Anti-Rabbit IgG FITC sc-2090 (Santa Cruz, à 4°C) 
ou Fluorescéine dilué au 1: 50 soit 100 (al par Pétri dans du PBS IX pH7.4 pendant 1 h à 
température pièce toujours dans la chambre noire humide. Les cellules sont de nouveau 
lavées 2 fois 10 min sous agitation dans du PBS IX ph 7.4 à température pièce. Le 
marquage du noyau des cellules se fait par un marquage au DAPI (4',6'-diamidino-2-
phénylindole), molécule qui émet une fluorescence bleue brillante quand elle absorbe la 
lumière U.V et capable de se lier fortement à l'ADN. Les cellules sont ainsi exposées 3 min 
à la noirceur d'une dilution au 1:1000 de ce DAPI (Molecular Probes, Eugene, OR) dans 
du PBS IX pH7.4. Après un lavage de 10 min dans du PBS IX pH7.4, il faut enlever 
l'excédant de liquide et ajouter une goutte de Vectashield (Vector Laboratories, INC, 
Burligame, CA), un milieu de montage de lamelle permettant de conserver la fluorescence 
et de préserver la diminution de fluorescence de la fluorescéine, de la rhodamine, ou 
d'autres agents fluorescents comme l'Alexa Fluor 488 ou 594. Enfin, une lamelle est placée 
et scellée avec du vernis à ongle. Les cellules traitées sont observées à l'objectif 100X sous 
immersion à l'aide d'un microscope inversé NIKON ECLIPSE TE2000-E. Les images sont 
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obtenues à l'aide de la caméra digitale HAMAMATSU ORCA-ER C4742.80 et analysées à 
l'aide du logiciel Simple PCI C-Imaging System 5.0 (Hamamatsu Corporation, PA). 
3.5.2- Mise en évidence de la présence de CD74 et MIF par double marquage 
Les cellules fixées sont incubées O/N à 4°C avec l'anticorps primaire anti-CD74 
polyclonal CD74 (C-16) sc-5438 goat polyclonal IgG dilué au 1:50 dans la solution de 
blocage (Santa Cruz, Biotechnology, INC, à 4°C) soit 150 nl/Pétri. Le lendemain, une fois 
les cellules lavées (2x10 min, à température pièce, PBS IX pH7.4), l'anticorps secondaire 
fluorescent rouge Donkey Anti-Goat IgG Rhodamine sc-2094 (Santa Cruz, à 4°C) dilué 
au 1: 50 est appliqué 1 h à température pièce. Après avoir relavé les cellules (2x10 min, 
PBS IX ph 7.4 à température pièce), celles-ci sont post-fixées 15 min à 4°C dans 1 ml de 
solution de 3.7% de formaldhéhyde et « quenchées » de nouveau 30 min à température 
pièce dans la solution de glycine 0.1 M/PBS IX. Après 10 min de lavage avec du PBS IX 
pH7.4, l'anticorps primaire anti-MIF polyclonal Purified Rabbit Anti-Rat MIF TP-234 
(1: 200 dans la solution de blocage) est appliqué 1 h à température pièce en chambre noire 
humide. Après le lavage des cellules, l'anticorps secondaire fluorescent vert Donkey Anti-
Rabbit IgG FITC sc-2090 (1: 50 dans du PBS IX pH7.4) est ajouté pendant 1 h à 
température pièce. Les étapes suivantes de marquage au DAPI, de lavages, de montage de 
lamelle, d'observation et de prise de photos sont identiques à précédemment. 
3.5.3- Mise en évidence des cellules endothéliales par double marquage CD31/MIF 
Le protocole est le même que celui présenté dans la section 3.5.2. Le premier 
marquage a été réalisé avec les anticorps spécifiques de MIF aux mêmes dilutions (section 
3.5.2). Lors du second marquage, les anticorps spécifiques de CD31 ou PECAM-1 ont été 
utilisés: l'anticorps primaire anti-CD31 monoclonal Mouse Anti-Rat PECAM-1 
MAB1393 dilué au 1:50 (Chemicon, 4°C) et l'anticorps secondaire fluorescent rouge anti­
souris Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, Eugenes, OR) dilué au 1:500. Les étapes 
suivantes de marquage au DAPI, de lavages, de montage de lamelle, d'observation et de 
prise de photos sont identiques à celles décrites précédemment. 
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3.6- Analyses statistiques 
Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel GraphPad Prism 
version 5.01. Les résultats ont été présentés par le calcul des moyennes M ± SEM, des 
médianes ou leurs rapports selon les expériences. 
Pour l'analyse statistique des résultats in vivo (modèle de sepsis expérimental), nous 
avons utilisé deux tests différents. Le test de Kruskal Wallis (test One-Way ANOVA non 
paramétrique pour comparer les moyennes - arithmétique et médiane - de plus de 3 groupes 
non appariés) suivi du test de Dunn (test de comparaison multiple) ont été utilisés pour 
l'analyse statistique des poids des rats, des taux plasmatiques d'ACTH, des rapports des 
concentrations plasmatiques d'ACTH/corticostérone et des taux plasmatiques de la 
vasopressine. Le test de Mann Whitney (test t de Student non paramétrique pour comparer 
les moyennes - arithmétique et médiane- de 2 groupes non appariés) a été utilisé pour 
réaliser les analyses statistiques des taux plasmatiques de corticostérone (avec ajustement 
manuel de Bonferroni), de l'effet du sepsis expérimental sur les taux plasmatiques de 
corticostérone, de l'effet de l'anti-MIF sur les taux plasmatiques de corticostérone des rats 
témoins, de l'effet du sepsis expérimental sur les taux plasmatiques d'ACTH, de la 
quantification d'expression de MIF dans les différents groupes expérimentaux au niveau de 
l'hypophyse ou de la glande surrénale 
Pour l'analyse statistique des résulats in vitro (cultures primaires de cellules 
fasciculées de rat), nous avons utilisé trois tests différents. Le test Two-Way ANOVA 
(analyse de valeurs groupées non appariées) suivi du post test Bonferroni ont été utilisés 
pour l'analyse statistique de l'effet de l'ACTH sur la sécrétion de corticostérone et de 
l'effet du MIF sur la sécrétion de corticostérone induite par le traitement de l'ACTH. Le 
test de Student t apparié a été utilisé pour comparer deux par deux la quantification de 
l'expression de CD74 dans les cellules fasciculées traitées et le test de Student t non apparié 
a été utilisé pour analyser l'effet du LPS sur la sécrétion de corticostérone. 
IV - RÉSULTATS 
4.1- Études in vivo 
4.1.1- Validation du modèle animal de sepsis et étude de l'impact du traitement avec 
l'anticorps neutralisant anti-MIF 
4.1.1.1- État général des animaux et comportements 
Afin de confirmer que notre modèle animal de sepsis était un bon modèle pour 
l'étude, il était important de valider certains paramètres comme l'homogénéité des groupes, 
la reproductibilité des expériences, l'homogénéité des poids des animaux, l'état général des 
animaux et leur comportement. 
Il fallait s'assurer que les expériences soient les plus reproductibles possibles. Seuls 
6 rats ont été traités à la fois; soit 3 rats témoins salin + IgG isotypique traités en même 
temps que 3 rats LPS + IgG isotypique ou 3 rats témoins salin + anti-MIF traités en même 
temps que 3 rats LPS + anti-MIF. Les rats étaient toujours pesés la veille au soir ou le matin 
à 8h00, afin de les habituer à être manipulés, avant de réaliser le protocole expérimental en 
début d'après midi (cf. la section matériels et méthodes). Ceci avait aussi pour but de 
vérifier l'homogénéité des poids des animaux par groupe mais également de respecter le 
plus possible les concentrations de produits injectés (10 mg/kg) par animal. Les injections 
étaient toujours faites du même côté (IgG ou anti-MIF injectés en premier côté gauche et 
salin ou LPS injectés ensuite côté droit en IP). 
Les résultats obtenus sur les pesées (Fig. 22) montrent qu'il n'y a aucune différence 
significative entre les 4 groupes de rats étudiés, P = 0.38 et que les animaux, ont un poids, 
compris entre 352.2 g et 361.1 g sur l'ensemble des groupes (médianes). 
Les observations comportementales ont été minutieusement notées aussi que des 
événements particuliers survenus au cours de l'expérience, en vue de justifier l'éventuelle 
exclusion de certains rats de l'étude de façon objective. Dans les groupes de rats salin + 
IgG isotypique (n = 7) et salin + anti-MIF (n = 9), l'ensemble des animaux sont sains, vifs 
mais calmes. Au moment de l'euthanasie et du prélèvement des organes, les surrénales sont 
petites, premier signe informatif suggérant que les animaux ne répondaient pas à un stress 
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et donc que les taux plasmatiques de corticostérone et d'ACTH seraient probablement 
normaux. Dans le groupe de rats LPS + IgG isotypique (n = 6), l'ensemble des animaux 
sont moribonds, tous présentent également des yeux hémorragiques (sang coagulé autour 
des yeux) confirmant leur mauvais état de santé. Un des rats a une température corporelle 
beaucoup plus froide que normalement et au moment du prélèvement d'organes, ceux-ci 
étaient de couleur mauve, signe d'une mauvaise oxygénation des tissus et laissant supposer 
que sa mort était proche. Les glandes surrénales de ce groupe sont plus volumineuses que 
celles des groupes témoins, suggérant que les animaux réagissaient à un stress et que les 
taux plasmatiques de corticostérone et d'ACTH risquaient d'être plus élevés que la 
normale. Dans le groupe de rats LPS + anti-MIF (n = 7), l'ensemble des animaux sont 
moribonds, 6 rats sur 7 présentent des yeux hémorragiques et 2 avaient également du sang 
dans les poumons confirmant une hémorragie interne. Ces 2 mêmes rats avaient une 
pression sanguine élevée (le sang gicle beaucoup au moment de la décapitation), leur sang 
est beaucoup plus foncé et coagule plus vite et ils présentent de la diarrhée. Quatre rats sur 
sept ont des hémorragies respiratoires (sang coagulé autour des narines), un présentant une 
dysfonction cardiaque (valves fermées, cœur dur au toucher et ainsi peu de sang à prélever). 
Les glandes surrénales des 7 rats sont hypertrophiées (l'hypertrophie étant une 
augmentation de leur volume des glandes ici). 
Une observation intéressante a été notée au moment du prélèvement du plasma des 
différents groupes de rats. Le plasma des rats du groupes salin + IgG isotypique est clair et 
limpide (6 rats sur 7) tout comme celui du groupe LPS + IgG isotypique (5 rats sur 6), celui 
des rats du groupe salin + anti-MIF est un plasma dit « gras » car très difficile à pipeter (5 
rats sur 9) et le plasma des rats du groupe LPS + anti-MIF est limpide, clair et très jaune (5 
rats sur 7). Il est possible que le traitement anti-MIF modifie la composition plasmatique 
dans le groupe témoin mais pas au niveau du groupe où un sepsis est induit. 
L'ensemble de ces observations montre que les groupes sont homogènes (n = 6, n = 
7, n = 7 et n = 9) ainsi que le poids des animaux (masse autour de 350 g). L'état général des 
animaux ainsi que leurs comportements nous donnent également une bonne idée sur la 
validité de notre modèle de sepsis subaigu versus les groupes témoins. 
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Figure 22 : Poids des rats dans les différents groupes de l'étude. 
Les rats Wistar mâles utilisés sont supposés peser autour de 350g. Avant chaque expérience, la 
veille au soir ou le matin à 8h00, les rats sont repesés. Le nombre « n » étant petit, la distribution ne 
suit pas une loi normale. Le test de Kruskal Wallis (test One-Way ANOVA non paramétrique pour 
comparer les moyennes - arithmétique et médiane - de plus de 3 groupes non appariés) suivi du test 
de Dunn (test de comparaison multiple) ont été utilisés. Le degré de significativité est alors 
approximatif avec P<0.05. nM|in + lgG = 7, nLPS + ^ = 6, iWn i and-MiF = 9 et nLPS + hw = 7.Les 
résultats sont exprimés en médiane (25"™ -754me écart interquartile) du poids des rats dans chaque 
groupe (g). 
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4.1.1.2- Taux piasmatiques de corticostérone 
Bien que les premières observations (l'homogénéité des groupes, la reproductibilité 
des expériences, l'homogénéité des poids des animaux, l'état général des animaux et leur 
comportement) nous donnent des informations intéressantes sur la validité de notre modèle 
de sepsis et sur l'impact du traitement avec l'anticorps neutralisant anti-MIF, d'autres 
observations sont nécessaires pour valider notre modèle de sepsis subaigu déjà utilisé au 
sein du laboratoire pour d'autres projets (Chagnon et al., 2005). Comme nous l'avons vu en 
introduction, les glucocorticoïdes comme la corticostérone sont des stéroïdes rapidement 
sécrétés par la glande surrénale et libérés dans la circulation sanguine afin d'atteindre les 
tissus cibles pour répondre à différents stress comme le sepsis et ainsi rétablir rapidement 
l'homéostasie. Il était donc pertinent d'étudier les taux piasmatiques de corticostérone dans 
notre modèle de sepsis. 
Si nous comparons les valeurs de médiane des taux piasmatiques de la 
corticostérone (ng/ml), les animaux traités au LPS + IgG isotypique ont des taux 17.1 fois 
plus élevés que les animaux témoins salin + IgG isotypique (P = 0.005, **P<0.01). Les 
animaux traités au LPS + anti-MIF ont un taux de corticostérone 30.5 fois plias élevés que 
les animaux témoins salin + anti-MIF (P = 0.0008, p<0.001) (Fig. 23A). 
Afin d'affiner nos résultats pour valider le modèle de sepsis, nous avons analysé les 
taux piasmatiques de corticostérone effectuant le rapport de l'augmentation de la 
concentration de corticostérone dans le plasma du groupe LPS + IgG isotypique versus son 
propre groupe témoin salin + IgG isotypique et ce même rapport d'augmentation entre le 
groupe LPS + anti-MIF et son propre groupe témoin salin + anti-MIF. Le 0 de l'échelle 
représente les groupes témoins (salins avec IgG iso ou anti-MIF). De cette manière, nous 
observons une augmentation de 12.4 fois des taux de corticostérone piasmatiques dans le 
groupe LPS + IgG isotypique par rapport à son groupe témoin salin + IgG isotypique et une 
augmentation de 29.4 fois des taux de corticostérone piasmatiques dans le groupe LPS + 
anti-MIF par rapport à son groupe témoin salin + anti-MIF. Ces résultats montrent 
également que le traitement anti-MIF accentue significativement l'augmentation des taux 
de corticostérone plasmatique chez les animaux présentant un sepsis (soit 2.4 fois plus avec 
un P = 0.002 (**P<0.01) en comparaison avec le groupe sepsis sans traitement anti-MIF) 
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(Fig. 23B). Même si les résultats ne sont pas statistiquement significatifs, il est intéressant 
de noter que le taux basai plasmatique de corticostérone dans le groupe de rats témoins est 
plus bas avec le traitement anti-MIF qu'avec l'IgG isotypique, la médiane diminuant de 
1.85 fois (Fig. 23A). 
Ces résultats indiquent que nous avons établi un bon modèle de sepsis puisque nous 
observons une forte augmentation des taux plasmatiques de corticostérone chez les 
animaux traités au LPS et que le traitement concomitant avec l'anti-MIF accentue cette 
augmentation. 
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Figure 23 : Dosages plasmatiques de corticostérone dans les 4 groupes d'animaux. 
A) Taux plasmatiques de corticostérone (ng/ml). Les taux plasmatiques de corticostérone des 
animaux de chaque groupe ont été mesurés par technique de R.I.A. Le nombre « n » étant petit, la 
distribution ne suit pas une loi normale. Le test de Mann Whitney (test t de Student non 
paramétrique pour comparer les moyennes - arithmétique et médiane- de 2 groupes non appariés) 
est utilisé. L'ajustement avec le test de Bonferroni a été fait manuellement. B) Effet du sepsis 
expérimental sur les taux plasmatiques de corticostérone (ng/ml) chez le rat Les valeurs 
représentent les rapports d'augmentation des taux plasmatiques de corticostérone des animaux de 
chaque groupe de sepsis versus leur propre témoin (LPS+IgG versus salin + IgG, LPS+ anti-MIF 
versus salin + anti-MIF). Le nombre « n » étant petit, la distribution ne suit pas une loi normale. Le 
test de Mann Whitney (test t de Student non paramétrique pour comparer les moyennes -
arithmétique et médiane- de 2 groupes non appariés) est utilisé. nMiin+lgG = 7, nLPS + IgG = 6, ns,iin. „ 
mif = 9 et nLPS + anti-mif = 7. Les résultats sont exprimés en médiane (25° 
*P< 0.05, **P< 0.01, ***P<0.001. 
75imc écart interquartile). 
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4.1.1.3- Tauxplasmatiques d'ACTH 
Plusieurs stimuli peuvent augmenter la sécrétion d'ACTH par le CRH 
(corticotropin releasing hormone) tels que la fièvre et le stress induit par le sepsis. 
Analyser les taux plasmatiques de l'ACTH dans notre modèle de sepsis avec ou sans 
traitement avec l'anti-MIF avait donc tout son sens pour ajouter un argument de validation 
de notre modèle de sepsis et par la même étudier l'impact du traitement avec l'anticorps 
neutralisant anti-MIF et ainsi tenter de mieux comprendre le rôle de MIF dans le sepsis. 
Si nous comparons les valeurs de médiane des taux plasmatiques de l'ACTH 
(pg/ml), les animaux traités au LPS + IgG isotypique ont des taux augmentés de façon 
significative de 3.27 fois par comparaison aux animaux témoins salin + IgG isotypique 
(**P<0.01). Les animaux traités au LPS + anti-MIF ont un taux d'ACTH 2.15 fois plus 
élevé que les animaux témoins salin + anti-MIF avec un degré de significativité de *P<0.05 
(Fig.24A). 
Comme précédemment avec les concentrations plasmatiques de corticostérone, nous 
avons effectué le rapport d'augmentation de la concentration d'ACTH dans le plasma du 
groupe LPS + IgG isotypique versus leur propre groupe témoin salin + IgG isotypique et ce 
même rapport d'augmentation entre le groupe LPS + anti-MIF et son propre groupe témoin 
salin + anti-MIF. Là encore le 0 de l'échelle représente les groupes témoins (salins avec 
IgG iso ou anti-MIF). Nous observons une augmentation de 2.25 fois des taux d'ACTH 
plasmatiques dans le groupe LPS + IgG isotypique par rapport à son groupe témoin salin + 
IgG isotypique et une augmentation de 0.88 fois des taux d'ACTH plasmatiques dans le 
groupe LPS + anti-MIF par rapport à son groupe témoin salin + anti-MIF. Ces résultats 
montrent également que le traitement anti-MIF atténue significativement l'augmentation 
des taux d'ACTH plasmatiques chez les animaux présentant un sepsis soit 2.6 fois moins 
avec un P = 0.02 (*P<0.05) en comparaison avec le groupe sepsis sans traitement anti-MIF 
(Fig. 24B). 
Nous avons ensuite étudié le rapport ACTH/corticostérone afin de vérifier l'impact 
du traitement avec l'anti-MIF sur ce rapport. Pour une augmentation comprise entre 0.88 et 
2.25 fois des taux d'ACTH exprimés en pg/ml entre les groupes témoins et leurs groupes 
« sepsis » respectifs (Fig. 24B), les taux de corticostérone augmentent entre 12.4 et 29.4 
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fois (Fig. 23B), ces taux étant exprimés en (ng/ml). Le contrôle de la sécrétion de 
corticostérone par l'ACTH est très précis puisqu'une très faible libération de cette hormone 
suffit à générer une réponse très forte de la glande surrénale pour sécréter de la 
corticostérone. Les résultats montrent que la valeur des rapports ACTH/corticostérone 
diminue de 5.55 fois entre le groupe salin + IgG isotypique (médiane = 0.04316) et le 
groupe LPS + IgG isotypique (médiane = 0.007782) et diminue de 22.78 entre le groupe 
salin + anti-MIF (médiane = 0.1310) et le groupe LPS + anti-MIF (médiane = 0.005750). 
Cela indique qu'il y a une dissociation ACTH/corticostérone dans notre modèle de sepsis et 
que cette dissociation est plus marquée dans le groupe des rats traités avec l'anti-MIF (Fig. 
24C). 
L'ensemble de ces résultats montre que nous avons établi un bon modèle de sepsis 
puisque nous observons une augmentation significative des taux plasmatiques d'ACTH 
chez les animaux traités au LPS et que le traitement concomitant avec l'anti-MIF atténue 
signifïcativement cette augmentation. 
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Figure 24 : Dosages piasmatiques d'ACTH dans les 4 groupes d'animaux. 
A) Taux piasmatiques d'ACTH (pg/ml). Les taux piasmatiques d'ACTH des animaux de chaque 
groupe ont été mesurés par R.I.A. Test Kruskat Wallis (**»p<0.0001), les médianes varient 
signifîcativement (P<0.05) et le test Dunn (*P < 0.05, **P< 0.01, ***P<0.001) utilisés. B) Effet du 
sepsis expérimental sur les taux piasmatiques d'ACTH (pg/ml) chez le rat. Les valeurs 
représentent les rapports d'augmentation des taux piasmatiques d'ACTH des animaux de chaque 
groupe de sepsis versus leur propre témoin (LPS+IgG versus salin + lgG, LPS+ anti-MIF versus 
salin + anti-MIF). Test de Mann Whitney (*P < 0.05, **P< 0.01, ***P<0.001). C) Rapport de la 
concentration d'ACTH (ng/ml) plasmatique sur la concentration de la corticostérone dans le 
plasma (ng/ml) dans les 4 groupes d'animaux. Les valeurs représentent les rapports des 
concentrations piasmatiques de l'ACTH sur les concentrations piasmatiques de corticostérone des 
animaux de chaque groupe. Test de Kruskal Wallis (***P<0.000l), les médianes varient 
signifîcativement (P<0.05) et test Dunn (*P < 0.05, **P< 0.01, ***P<0.001) utilisés. nMlm + igG = 7, 
nLPS + igo = 6, nMiin f anti-MiF = 9 et nLPs + anti-MiF = 7- Les résultats sont exprimés en médiane (25®"* -
75*™ écart interquartile). 
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4. L 1.4- Taux plasmatiques de vasopressine 
Le même protocole que précédemment a été adopté. Si nous comparons les valeurs 
de médiane des taux plasmatiques de la vasopressine (pg/ml), les animaux traités au LPS + 
IgG isotypique voient leur taux augmenter de 2.53 fois versus les animaux témoins salin + 
IgG isotypique. Nous observons une légère augmentation des taux plasmatiques de 
vasopressine de 1.2 fois chez les animaux traités au LPS + anti-MIF versus les animaux 
témoins salin + anti-MIF (Fig. 25). Bien que les études statistiques ne montrent pas de 
différence significative (Picntskai waiiis = 0.3767) entre les groupes témoins et les groupes 
« sepsis » respectifs, nous notons une tendance qui indique que les taux plasmatiques de la 
vasopressine sont augmentés dans les groupes d'animaux traités au LPS pour induire un 
sepsis expérimental, appuyant encore une fois le fait que le modèle fonctionne et que le 
traitement concomitant avec l'anti-MIF atténue l'augmentation de ces taux plasmatiques. 
L'approche observationnelle des animaux (l'état général des animaux, leur 
comportement, et l'homogénéité de leur poids), en s'assurant du bon déroulement du 
protocole expérimental (l'homogénéité des groupes et la reproductibilité des expériences) 
ainsi que l'analyse biochimique (analyse des taux plasmatiques de l'ACTH, de la 
vasopressine et de la corticostérone) et l'étude de l'impact du traitement anti-MIF par ces 
mêmes approches, nous permettent de valider le modèle animal de sepsis 
expérimental. 
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Figure 25 : Taux plasmatiques de la vasopressine dans les 4 groupes d'animaux. 
Les taux plasmatiques de vasopressine (pg/ml) des animaux de chaque groupe ont été mesurés par 
E.L.l.S.À. nsalin + — 7, PS t IgG 6, r^aaîin + anti-MIF ~ 9 et n (_ps + anti-MIF 7. LfîS résultats SOflt 
exprimés en médiane (25ème -75",ie écart interquartile). Test de KruskaI Wallis (***P<0.0001) suivi 
du test de Dunn (*P < 0.05, **P< 0.01, ***P<0.001). 
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4.1.2- Impact du sepsis sur la morphologie de l'hypophyse et de la glande surrénale 
avec ou sans traitement avec l'anticorps neutralisant anti-MIF 
Nos observations lors du sacrifice des animaux en sepsis indiquent que les 
surrénales sont plus volumineuses voire hypertrophiées (n = 13). Il était donc intéressant 
d'étudier l'impact du sepsis sur la morphologie et l'histologie de l'hypophyse et des 
glandes surrénales et des traitements avec l'anticorps neutralisant anti-MIF. 
4.1.2.1- Études histologiques des hypophyses 
L'ensemble des coupes étudiées (n = 11) a permis d'identifier au moins les deux 
zones principales des hypophyses à savoir l'adénohypophyse (Ad) ou l'hypophyse 
antérieure et la neurohypophyse (Neu) ou hypophyse postérieure ainsi que la zone 
intermédiaire (Int). Aucune différence significative de structure n'a été observée sur 
l'ensemble des coupes étudiées quelque soit les groupes (Fig. 26A, 26B, 26C, 26D, 26E et 
26F chacune à différents grossissements a) X12.5; b) X40; c) X100 et d) X400). Si 
parfois la zone intermédiaire semble plus ou moins importante, cela dépend seulement de la 
position dans laquelle la coupe histologique a été faite. Il semble y avoir une augmentation 
de la vascularisation au niveau de l'adénohypophyse des groupes traités avec l'anti-MIF 
(Fig. 26E et 26F). 
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Figure 26 : Impact du sepsis sur l'histologie des hypophyses avec ou sans traitement avec 
l'anticorps neutralisant anti-MIF. 
Une hypophyse par groupe est montrée : A) le groupe salin seul (n = 2), B) le groupe LPS seul (n = 
2), C) le groupe salin + IgG (n = 1). D) le groupe LPS + IgG (n = 2), E) le groupe salin + anti-MIF 
(n = 3) et F) le groupe LPS + anti-MIF (n - 1). Les différentes zones hypophysaires sont notées 
comme suit : adénohypophyse (Ad), zone intermédiaire (Int) et neurohypophyse (Neu). Sur 
certaines coupes au grossissement X400, des vaisseaux sanguins et leurs globules rouges (Gr) sont 
visibles, a) grossissement X12.5 (échelle : 1000 nm). b) grossissement de X40 (échelle : 300 nm), 
c) grossissement de XI00 (échelle : 100 jim et d) grossissement de X400. Les cwpes histologiques 
sont colorées à l'hématoxyline et éosine. 
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4.1.2.2- Études histologiques des glandes surrénales 
Les glandes surrénales des groupes présentant un sepsis étaient de taille supérieure 
aux glandes surrénales des animaux témoins. Les glandes surrénales des deux groupes 
témoins salin + IgG isotypique (n = 3) et salin + anti-MIF (n = 5) ont des zones 
glomérulées (ZG), fasciculées (ZF), réticulées (ZR) et médullosurrénales (M) bien définies 
et délimitées, caractéristiques de structures normales (Fig. 27A et 27C chacune à 
différents grossissements a) X12.5; b) X40; c) et d) X100). Dans le cas du groupe LPS + 
IgG isotypique (n = 3), les glandes surrénales ont perdu leur structure en trois zones 
distinctes. Ainsi, dans la zone fasciculée, les cellules ont tendance à perdre leur 
arrangement caractéristique en cordons longitudinaux parallèles (Fig. 27B a) X12.5; b) 
X40 et c) X100). Il y a également une différence au niveau de la médullosurrénale dans 
laquelle les vaisseaux sont dilatés avec des extravasations évidentes avec ou sans 
infiltrations de cellules pouvant laisser penser à des cellules inflammatoires comme des 
polynucléaires et des macrophages (Fig. 27B c) et XI00 et d) X400). 
Nous avons fait une observation très intéressante dans le groupe de sepsis avec le 
traitement avec l'anti-MIF (LPS + anti-MIF, n = 4) : la structure de la glande de ces 
animaux ressemble beaucoup à une structure normale. Les différentes zones sont bien 
définies, les cellules fasciculées sont disposées en cordons longitudinaux parallèles (Fig. 
27D a) X12.5; b) X40 et c) X100) et la médullosurrénale présente beaucoup moins 
d'extravasations (Fig. 27D d) X100) et e) X400). Ces résultats montrent que le sepsis 
induit des modifications morphologiques et structurales au niveau des glandes surrénales et 
que le traitement concomitant avec l'anti-MIF renverse cette tendance. 
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Figure 27 : Impact du sepsis sur Phistologie des glandes surrénales avec ou sans traitement 
avec l'anticorps neutralisant anti-MIF. 
Une glande surrénale par groupe est montrée : A) le groupe salin + IgG (n = 3), B) le groupe LPS + 
IgG (n = 3), C) le groupe salin + anti-MIF (n = 5) et D) le groupe LPS + anti-MIF (n = 4). Les 
différentes zones surrénaliennes sont notées comme suit : la capsule (CA), la zone glomérulée (ZR), 
la zone fasciculée (ZF), la zone réticulée (ZR) et la médullosurrénale (M), a) grossissement X I 2.5 
(échelle : 1000 (im), b) grossissement de X40 (échelle : 300 iim), c) et d) grossissement de X100 
(échelle: 100 nm et e) grossissement de X400. Les coupes histologiques sont colorées à 
l'hématoxyline et éosine. 
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4.1.3- Mise en évidence de la présence de MIF et étude de son expression protéique 
avec ou sans traitement avec l'anti-MIF 
Ayant émis l'hypothèse générale que MIF est impliqué dans l'incapacité de la 
glande surrénale à répondre au stress induit par le sepsis et que son action s'exerce au 
niveau hypophysaire en altérant la sécrétion de l'ACTH et/ou directement au niveau de la 
glande surrénale, il était primordial de confirmer que MIF était exprimé dans les 
hypophyses comme déjà montré dans la littérature dans d'autres modèles d'animaux 
(Nishino et al., 1995) ou cellulaires (Bernhagen et al, 1993) et dans les glandes surrénales 
(Fingerle-Rowson et al, 2003) des différents groupes de rats. Par la suite, nous pouvions 
étudier la modulation de MIF dans ces 2 organes dans le sepsis expérimental avec ou sans 
traitement anti-MIF. 
4.1.3.1- Au niveau de l'hypophyse 
Nous observons la présence de deux isoformes (deux bandes d'intensité identique) 
autour de 12.5 kDa confirmant la présence de MIF dans les extraits de protéines totales 
d'hypophyses de rat et ceci à la fois dans les groupes témoins (salin + IgG isotypique et 
salin + anti-MIF) et les groupes de sepsis (LPS + IgG isotypique et LPS + anti-MIF). Nous 
avons étudié la modulation d'expression de MIF en utilisant la GAPDH, protéine de 
référence d'un poids moléculaire de 36-38kDa (Fig. 28A). Il semble y avoir une diminution 
d'expression de MIF de 9.9% entre le groupe traité avec l'endotoxine et son groupe témoin 
alors qu'on observe une légère augmentation d'expression de MIF de 8.5% dans le groupe 
LPS + anti-MIF versus son groupe témoin, mais cette différence n'est pas significative 
statistiquement si nous comparons avec ou sans traitement anti-MIF (P = 0.66) (Fig. 28B). 
Malgré cela, la tendance montre que le sepsis induit une légère diminution d'expression de 
MIF dans l'hypophyse et que le traitement anti-MIF réverse cette diminution dans notre 
modèle de sepsis expérimental. 
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Figure 28 : Effets du traitement anti-MIF sur l'expression de MIF dans l'hypophyse lors d'un 
sepsis expérimental. 
A) Immunobuvardage des taux protéiques de MIF dans les hypophyses des 4 groupes de rats. 30 
|ig d'extraits de protéines totales d'hypophyses ont été séparés sur gel de polyacrylamide de 15%, 
transférés sur nitrocellulose et un anticorps anti-MIF (TP-234, 1 :2000, TBS/5% lait) est utilisé pour 
vérifier la présence de MIF. La GAPDH est utilisée comme protéine de référence (MAB374, 
anticorps anti-GAPDH, 1 :400, TBS/5% lait). B) Quantification de l'expression de MIF dans les 
groupes expérimentaux. Le n représente le nombre d'échantillons protéiques testés pour chaque 
groupe soit n^ + lgG = 6, nLPS + igo = 6, nM|in + ^-mif = 6 et nLPs + smi-mif = 5. Les valeurs représentent 
l'expression de MIF par rapport à la protéine de référence GAPDH des animaux de chaque groupe 
de sepsis versus leur propre témoin (LPS+IgG versus salin + IgG, LPS+ anti-MIF versus salin + 
anti-MIF). Test de Mann Whitney (*P < 0.05, **P< 0.01, *»*P<0.001). 
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4.1.3.2-Au niveau de la glande surrénale 
Nous avons également mis en évidence la présence de MIF dans les glandes 
surrénales des animaux et étudié leur expression protéique. Nous observons la présence de 
deux isoformes (deux bandes dont celle du bas est plus intense) autour de 12.5 kDa. En 
utilisant la même technique que précédemment, nous avons étudié l'expression protéique 
de MIF. Les résultats montrent qu'il semble y avoir une légère augmentation de 
l'expression de MIF de 11.92% dans le groupe LPS + IgG par rapport à son propre témoin 
salin + IgG et une diminution d'expression de MIF de 36% dans le groupe de rats traité au 
LPS de façon concomitante avec anti-MIF par rapport à son groupe témoin salin + anti-
MIF (Fig. 29A). Il existe une différence significative entre l'expression de MIF observée 
entre les groupes LPS versus salin sans traitement anti-MIF et l'expression de MIF 
observée entre les groupes LPS versus salin avec traitement anti-MIF; ce qui indique que le 
traitement anti-MIF diminue significativement l'expression de MIF lors du sepsis 
expérimental (P = 0.002, **P<0.01). 
90 
B 
GAPDH 
l x J 
Salin+lgG LPS+lgG Sam LPS 
+ • 
AntMMF AMWF 
S 100 LPS, igG iso 
LPS, Anti-MIF 
Ë .100 
Figure 29 : Effets du traitement anti-MIF sur l'expression de MIF dans la glande surrénale 
lors d'un sepsis expérimental. 
A) Immunobuvardage des taux protéiques de MIF dans les glandes surrénales des 4 groupes de rats. 
30 ng d'extraits de protéines totales de surrénales sont séparés sur gel de polyacrylamide de 15%, 
transférés sur nitrocellulose et un anticorps anti-MIF (TP-234,1 :2000, TBS/5% lait) est utilisé pour 
vérifier la présence de MIF. La GAPDH est utilisée comme protéine de référence (MAB374, 
anticorps anti-GAPDH, 1 :400, TBS/5% lait). B) Quantification de l'expression de MIF dans les 
groupes expérimentaux. Le n représente le nombre d'échantillons protéiques testés pour chaque 
groupe soit n»Un + igc, = 6, nLPs 1- îgo = 5, nsalm ». ami.MlF = 6 et nLPS + «nH-MiF = 7. Les valeurs représentent 
l'expression de MIF par rapport à la protéine de référence GAPDH des animaux de chaque groupe 
de sepsis versus leur propre témoin (LPS+IgG versus salin + IgG, LPS+ anti-MIF versus salin + 
anti-MIF). Test de Mann Whitney (*P < 0.05, **P< 0.01, ***P<0.00l). 
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4.1.4- Mise en évidence de la présence de CD74 
Après avoir confirmé la présence de MIF au niveau des hypophyses et des 
surrénales des groupes expérimentaux, nous nous sommes intéressés à son récepteur 
principal CD74. 
4.1.3.1-Au niveau de l'hypophyse 
Nous avons mis en évidence la présence de la protéine de CD74 dans les groupes 
témoins et les groupes endotoxiniques traités ou non avec l'anti-MIF (Fig. 30A). Sa forte 
expression au niveau des extraits de prostates humaines normales et cancéreuses (Ctll et 
Ctl2) et les analyses confirment la taille attendue de notre protéine d'intérêt soit entre 31-45 
kDa. Le Ctl3 (extrait de surrénale sans aucun traitement) avait pour but de voir s'il y avait 
une différence entre les extraits hypophysaires et surrénaliens comme nous l'avions observé 
avec MIF (isoformes) ainsi qu'au niveau des extraits prostatiques (bandes légèrement plus 
haute que dans nos extraits). Ces résultats préliminaires avaient été faits sur les premiers 
rats que nous avions testés. Au moment de compléter les groupes expérimentaux, des 
difficultés techniques dans les immunobuvardages ne nous ont pas permis d'étudier la 
modulation d'expression de CD74. Actuellement, nous testons un nouvel anticorps de la 
même compagnie (sc-208082, Santa Cruz) en suivant le protocole d'une autre équipe 
(Martin-Ventura et al., 2009) ayant réalisé avec succès des immunobuvardages sur des 
extraits de cultures de cellules issues de muscle vasculaire aortique humain. 
4.1.3.2- Au niveau de la glande surrénale 
La protéine de CD74 est exprimée dans les extraits protéiques totaux de surrénales 
de rats à la fois dans les groupes témoins (Fig. 30Ba) et dans les groupes endotoxiniques 
traités ou non avec l'anti-MIF (Fig. 30Bb). Comme au niveau des hypophyses, nous 
n'avons pas pu étudier la modulation d'expression de CD74 dans nos différents groupes. 
Nous avons déposé 15 ng d'extraits protéiques totales de surrénales versus 30 ng d'extraits 
protéiques totales d'hypophyses et il semble que CD74 soit plus exprimé au niveau de la 
glande surrénale qu'au niveau hypophysaire et ce, dans l'ensemble des groupes d'animaux. 
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Figure 30 : Mise en évidence par immunobuvardage du récepteur de MIF, CD74 dans les 
hypophyses et les glandes surrénales des 4 groupes d'animaux. 
A) 30 ng d'extraits de protéines totales d'hypophyses de rat, d'extraits protéiques totales de prostate 
humaine normale (Ctl l) ou cancéreuse (Ctl 2) et d'extrait protéique total de surrénale de rat n'ayant 
reçu aucun traitement (Ctl 3) ont été séparés sur gel de polyacrylamide de 12%, transférés sur 
PVDF et un anticorps anti-CD74 (sc-5438, 1 :200, TBS-Tween 0.05%) est utilisé pour vérifier la 
présence de CD74. L'actine est utilisée comme protéine de référence (MAB1501R, anticorps anti-
Actine, 1 :1000, TBS-Tween 0.05%). Le n représente le nombre d'extraits protéiques totaux étudiés 
par groupe. n^im + igG ~~ 2, njps + IgG — 1 > Osoim + anu-MiF 2 et nus + ami-MiF — 3. B) 15 ng d extraits de 
protéines totales de surrénales, 30 ng de Ctl 1, Ctl 2 et 15 ng de Ctl 3 ont été traités comme 
précédemment. Le n représente le nombre d'extraits protéiques totales : nW|jn ( lg0 = 3, nLPS + IgG = 3, 
ns»iin + ami-MiF = 5 et nLPs i anu-MiF = 6. a) Extraits protéiques des groupes salin + IgG et LPS + IgG. b) 
Extraits protéiques des groupes salin + IgG et LPS + IgG. 
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4.2-Études in vitro 
Pour tenter de mieux répondre à notre hypothèse générale que MIF est impliqué 
dans l'incapacité de la glande surrénale à répondre au stress induit par le sepsis et plus 
particulièrement à notre « Hypothèse 2 » à savoir que MIF exerce son action directement au 
niveau de la glande surrénale, nous avons réalisé des cultures primaires de cellules 
glomérulées traitées avec de l'Ang II et des doses croissantes de MIF et des cultures 
primaires de cellules fasciculées traitées avec de l'ACTH et les mêmes doses croissantes de 
MIF. Les études faites sur les cultures de glomérulées avaient pour but de vérifier les 
éventuelles interactions entre MIF et l'Ang II en étudiant l'effet des traitements sur la 
sécrétion d'aldostérone. En effet, nous savons que l'angiotensine II est impliquée dans le 
sepsis en induisant la production d'aldostérone au niveau de la glande surrénale (Williams, 
2005) et que l'inflammation vasculaire induite par l'Ang II est considérée comme le 
résultat des effets directs de la formation de cytokines pro-inflammatoires et de la 
conséquence de la production et de la libération accrue de l'aldostérone, hormone pro­
inflammatoire (Savoia et Schiffrin, 2006). Les études faites sur les cultures de cellules 
fasciculées avaient pour but de vérifier les éventuelles interactions entre MIF et l'ACTH, 
MIF étant considéré comme un contre-régulateur des glucocorticoïdes (Bucala, 1996; 
Flaster et al., 2007), en étudiant l'effet des traitements sur la sécrétion de la corticostérone. 
Compte tenu des résultats difficilement interprétables obtenus au niveau des cellules 
glomérulées, nous avons décidé de nous concentrer sur les cellules fasciculées afin de 
mieux comprendre les interactions ACTH, MIF et glucocorticoïdes. 
4.2.1- Effet de l'ACTH sur la sécrétion de corticostérone dans des cultures primaires 
de cellules fasciculées 
Après 4 jours de cultures, les cellules ont été pré-incubées 2 hs avec des 
concentrations croissantes de rMIF à 6.10"10M, 6.10"9M ou 4.10"8M (Recombinant Mouse 
MIF, 1978-MF, R&D systems) auquel a ensuite été ajouté de l'ACTH à 10"8M (peptide 1-
24, Cortrosyn) pendant 2 hs, tout deux préparés dans de l'OPTI-MEM, 2% S VF, 1% 
pénicilline-streptomycine. Les surnageants cellulaires ont été prélevés afin de doser la 
corticostérone et des extractions protéiques pour les études d'immunobuvardage ont été 
effectuées. Chaque condition est réalisée en quadruple (1 Pétri pour le comptage de 
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cellules, les 3 autres Pétris pour doser la corticostérone en triplicata et mettre en commun 3 
Pétris pour optimiser le rendement d'extraction protéique). Nous avons réalisé 3 
expériences dans les mêmes conditions (n = 3). 
Les résultats indiquent clairement que l'ACTH augmente significativement la 
sécrétion de corticostérone dans les cultures primaires de cellules fasciculées par rapport au 
témoin sans aucun traitement (**P<0.01) et même par rapport aux témoins avec MIF seul 
aux différentes concentrations de 6.10~10M, 6.10"9M ou 4.10"8M (***P<0.001) (Fig. 31A). 
Ceci valide le modèle de culture primaire de fasciculées et confirme les données obtenues 
précédemment dans le laboratoire. 
4.2.2- Effet du MIF sur la sécrétion de corticostérone induite par le traitement à 
l'ACTH dans ces mêmes cultures 
La Fig. 31A montre l'effet de l'ACTH sur la sécrétion de corticostérone dans les 
cultures primaires de cellules fasciculées et la Fig. 31B, l'effet de MIF sur la sécrétion de 
corticostérone induite par le traitement de l'ACTH dans ces mêmes cultures. 
Les cellules témoins en présence de MIF seul (6.10"9M ou 4.10'8M) ont des niveaux 
de corticostérone légèrement inférieurs (M = 58.28 ng de corticostérone/ml/3xl05 cellules; 
M = 58.21 ng de corticostérone /ml/3xl05 cellules) à ceux observés en conditions contrôles 
sans MIF ou avec la concentration de MIF la plus faible de 6.10"10M (M = 65.85 ng de 
corticostérone /ml/3xl05 cellules, M = 71.38 ng de corticostérone /ml/3xl05 cellules). 
MIF semble agir sur la sécrétion de corticostérone induite par l'ACTH (10"8M). 
Cependant, ces résultats non significatifs passent de 1037.62 ng de corticostérone /ml/3xl05 
cellules avec l'ACTH seule à 1374.12 ng de corticostérone /ml/3xl05 cellules en présence 
de 6.10'10M de MIF, à 1401.65 ng de corticostérone /ml/3xl05 cellules en présence de 6.10" 
9M de MIF et à 1437.52 ng de corticostérone /ml/3xl05 cellules en présence de 4.10~8M de 
MIF. Curieusement, même s'il y a une augmentation des taux de corticostérone, celle-ci ne 
change pas avec les concentrations de MIF utilisées (Fig. 31B). 
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Figure 31 : Sécrétion de corticostérone dans des cultures primaires de cellules fasciculées. 
Les cellules après 4 jours de cultures dans de OPTl-MEM, 2% SVF, 1% streptomycine-pénicilline 
(environ 300 000 cellules/Pétri) ont été pré-incubées 2 hs avec des concentrations croissantes de 
rMIF à 6.10'10M, 6.10'9M ou 4.10"8M (Recombinant Mouse MIF, 1978-MF, R&D systems) auquel a 
ensuite été ajouté de l'ACTH à 10"®M (peptide 1-24, Cortrosyn) pendant 2 hs. Les stimulations ont 
été laites dans de l'OPTI-MEM, 2% SVF, 1% streptomycine-pénicilline. Le n représente le nombre 
de cultures primaires réalisées dans ces mêmes conditions (n = 3). Les valeurs représentent la 
moyenne (M ± SEM) des taux de corticostérone dans les surnageants cellulaires (ng/ml/3xl05 
cellules) de 3 cultures, chacune en triplicata, analysés par technique de R.I.A. A) Effet de l'ACTH 
sur la sécrétion de corticostérone. Le test Two-Way ANOVA est utilisé pour analyser des valeurs 
groupées non appariées (comparer 2 à 2 les témoins avec ou sans ACTH, et les groupes stimulés 
avec des concentrations croissantes de MIF avec ou sans ACTH) suivi du post test Bonferroni (**P 
< 0.01, ***P<0.001). B) Effet du MIF sur la sécrétion de corticostérone induite par le 
traitement de l'ACTH. Test Two-Way ANOVA (comparer les 4 groupes témoins sans traitement 
ou avec des concentrations croissantes de MIF versus 4 groupes stimulés à l'ACTH pré-stimulés ou 
non avec MIF) et post test Bonferroni (**P < 0.01, ***P<0.001 ). 
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4.2.3- Mise en évidence de la présence de MIF et de son récepteur CD74 dans les 
cellules fasciculées par immunofluorescence 
Du fait que MIF soit présent à la surface de nombreuses cellules de l'inflammation 
comme (lymphocytes T, monocytes, macrophages, cellules dendritiques sanguines, 
lymphocytes B, neutrophiles, éosinophiles, mastocytes, basophiles, cellules endothéliales, 
cellules musculaires et fibroblastes) (Baugh et Bucala, 2002; Lue et al., 2002) tout comme 
CD74 (monocytes, macrophages et cellules dendritiques) (Leng et Bucala, 2006; Starlets et 
al., 2006) et que la glande surrénale est très vascularisée (Ehrhart-Bornstein et al., 1998), il 
était important de s'assurer que MIF et CD74 étaient vraiment présents dans les cellules 
surrénaliennes, plus particulièrement au niveau des cellules fasciculées. 
Les cultures primaires n'étant pas pures, nous retrouvons des cellules fasciculées en 
majorité (F) et des cellules comme les cellules endothéliales (E) avec un noyau plus petit et 
plus réfringent (Fig. 32Aa et 32Ab). Sans traitement, MIF, visualisé en vert, est présent 
dans le cytoplasme à proximité du noyau. CD74, identifiable en rouge, est également 
présent dans le cytoplasme formant un « chapeau de gendarme » suggérant que celui-ci soit 
présent dans l'appareil de Golgi. MIF et CD74 ne colocalisent pas (Fig. 32Ba et 32Bb). 
Avec un traitement au LPS (0.1 mg/ml), MIF est plus concentré autour du noyau (Fig. 
32Ca) avec un co-marquage très net avec CD74, suggérant sa liaison avec celui-ci (Fig. 
32Cb). 
Comme les cultures primaires ne sont pas pures et même si différence 
morphologique entre les cellules fasciculées et les cellules endothéliales est facilement 
identifiable, nous avons réalisé un double marquage de MIF et de CD31, un marqueur 
spécifique des cellules endothéliales. Les cellules fasciculées sont mises en évidence par la 
fluorescence verte de MIF seulement alors que les cellules endothéliales sont identifiables 
par le co-marquage MIF/CD31 (Fig. 33Ba). Les cellules endothéliales n'expriment pas 
toujours le MIF puisque une cellule fasciculée (F) exprime MIF et une cellule endothéliale 
(E) exprime seulement CD74 dans la dernière image de la Fig. 33Bb. 
L'ensemble des résultats d'immunofluorescence confirme les résultats observés 
dans le modèle animal, à savoir la présence de MIF et de son récepteur CD74 dans les 
glandes surrénales de rats et plus spécifiquement dans les cellules fasciculées. 
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Figure 32 : Mise en évidence par immunofluorescence de la présence de MIF et de son 
récepteur CD74 dans les cellules fasciculées. 
Les cellules fasciculées (F) de glandes surrénales de rates femelles Long Evans sont cultivées 
pendant 3 jours dans des Pétris de 35 mm à une densité de 75 x 103 cellules/Pétri. Les cultures 
contiennent quelques cellules endothéliales (E). Dix-huit à 24 hs avant la fixation, les cellules sont 
traitées ou non avec du LPS (0.1 ou 0.2 mg/ml). Après fixation avec une solution de 3.7% de 
formaldéhyde et une perméabilisation avec une solution de 0.2 % de triton X-100, les cellules sont 
incubées avec l'anticorps anti-CD74 (sc-5438, 1 :50, 0.5% BSA/0.2% Triton X-100/PBS IX) 
couplé à un anticorps secondaire fluorescent rouge Rhodamine (sc-2094, 1 : 50, PBS IX) et/ou 
incubées avec l'anticorps anti-MIF (TP-234, 1 : 200, 0.5% BSA/0.2% Triton X-100/PBS IX) 
couplé à un anticorps secondaire fluorescent vert FITC (sc-2090, 1 : 50, PBS IX). La détection des 
noyaux est faite avec le DAPI, bleu (1 :1000, PBS IX). Toutes les images ont été prises sous 
immersion à l'objectif 100X (échelle : 5 |im) à l'aide d'un microscope inversé NIKON ECLIPSE 
TE2000-E, acquises à l'aide de la caméra digitale HAMAMATSU ORCA-ER C4742.80 et 
analysées à l'aide du logiciel Simple PCI C-Imaging System 5.0 (Hamamatsu Corporation, PA). 
A)a) Témoins négatifs pour MIF (de gauche à droite) : absence d'anticorps primaire et secondaire, 
anticorps secondaire seulement, anticorps primaire seul. A)b) Témoins négatifs pour CD74 (de 
gauche à droite) : absence d'anticorps primaire et secondaire, anticorps secondaire seulement, 
anticorps primaire seul. B) Cellules témoins. B)a) MIF seul. B)b) Co-marquage MIF et CD74. C) 
Traitement avec LPS (0.1 mg/ml). C)a) MIF seul. C)b) Co-marquage MIF et CD74. n = 4. 
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Figure 33 : Mise en évidence des cellules endothéliales dans les cultures primaires de cellules 
fasciculées par double marquage de MIF et CD31. 
Les cellules fasciculées (F) sont cultivées pendant 3 jours (75 x 103 cellules/Pétri). Les cultures 
contiennent quelques cellules endothéliales (E). Après fixation par une solution de 3.7% de 
formaldéhyde et perméabilisation par une solution de 0.2 % de triton X-100, les cellules sont 
incubées avec l'anticorps anti-MIF (TP-234, 1 : 200, 0.5% BSA/0.2% Triton X-100/PBS IX) 
couplé à un anticorps secondaire fluorescent vert F1TC (sc-2090, l : 50, PBS IX) et incubées avec 
l'anticorps anti-CD31 (MAB1393, 1 :50, .5% BSA/0.2% Triton X-100/PBS IX) couplé à un 
anticorps secondaire fluorescent rouge (Alexa Fluor 594,1 :500, PBS IX). La détection des noyaux 
est faite avec le DAPI, bleu (1 :1000, PBS IX). Les images ont été prises sous immersion à 
l'objectif 100X (échelle : 5 (im) à l'aide d'un microscope inversé NIKON ECLIPSE TE2G00-E, 
acquises à l'aide de la caméra digitale HAMAMATSU ORCA-ER et analysées grâce au logiciel 
Simple PCI C-lmaging System 5.0 (Hamamatsu Corporation, PA). A) Témoins négatifs pour MIF 
et CD3I (de gauche à droite) : absence d'anticorps primaire et secondaire, anticorps secondaires 
seulement, anticorps primaires seuls. B)a) Cellules fasciculées. B)b) Cellules fasciculées et 
endothéliales. La première série représente une image décomposée mettant en évidence la 
colocalisation de MIF et CD31 seulement dans les cellules endothéliales (flèche blanche). L'autre 
image représente une cellule endothéliale (E) marquée avec CD31 et une cellule fasciculée (F) 
marquée avec MIF. n = 2. 
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4.2.4- Mise en évidence de la présence de CD74 et étude de son expression protéique 
dans les cellules fasciculées et glomérulées par immunobuvardage 
Nous avons réalisé des cultures primaires de cellules fasciculées de rats traitées à 
l'ACTH (10-8M) avec du rMIF à 6.10"10M, 6.10"9M ou 4.10"8M ainsi que des 
immunobuvardages de ces mêmes cultures primaires afin de confirmer la présence de 
CD74. Nous avons rencontré les mêmes difficultés que d'autres personnes au laboratoire, à 
savoir que les traitements des cellules fasciculées avec de l'ACTH induisent une 
modification de l'expression de l'actine, de la tubuline et de la GAPDH habituellement 
utilisées comme protéines de référence (Fig. 34A). Nous avons donc utilisé la méthode de 
Marie-Claude Battista (Battista et al., 2009) qui consiste à calculer les densités optiques de 
chaque bande corrigées à 300 000 cellules pour ensuite réaliser un ratio DO traitements/DO 
témoin, ceci pour chaque culture. Nous avons ensuite fait la moyenne des ratios. Le témoin 
(Ctl) sert de référence est égal à 1. Il n'y a pas de différence significative d'expression entre 
le témoin et les cellules traitées avec du rMIF quelque soit les concentrations (6.10"10M, 
6.10"9M ou 4.10"8M). Même si cela n'est pas significatif, le traitement avec l'ACTH (10" 
8M) semble augmenter l'expression de CD74 par rapport au témoin (1.5 fois). À 
concentration égale d'ACTH (10"8M), l'ajout de MIF à des concentrations croissantes 
(6.10"10M, 6.10"9M OU 4.10"8M) semble diminuer l'expression de CD74 de façon 
dépendante de la dose, sans être significatif. La significativité est présente avec les 
traitements ACTH (10"8M) + MIF à 4.10'8M versus ACTH (10"8M) seule (*P = 0.05). Il y a 
aussi une différence significative entre l'expression de CD74 dans les conditions contrôles, 
ACTH (10"8M) + MIF à 6.10'10M (*P = 0.03) et ACTH (10"8M) + MIF à 4.10"8M ("P = 
0.01). Dans le premier cas, il y a une augmentation d'expression de CD74 par rapport au 
témoin et à concentration plus forte de MIF associée au traitement d'ACTH, il y a une 
diminution d'expression par rapport au témoin (Fig. 34C). Nous avons réalisé des cultures 
de cellules glomérulées issues des mêmes surrénales de rats et traitées avec du MIF (6.10" 
10M, 6.10"9M OU 4.10"8M) et de l'Ang II (5.10"9M). Les résultats de dosage d'aldostérone 
n'étant pas concluant, nous nous sommes concentrés sur les cellules fasciculées. Les 
immunobuvardages ne montraient aucune modulation de l'actine contrairement aux cellules 
fasciculées confirmant l'influence de l'ACTH sur l'expression de l'actine et excluant un 
problème de dépôt protéique au moment de Timmunobuvardage (Fig. 34B). 
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Figure 34 : Mise en évidence par immunobuvardage de CD74 dans les cultures primaires de 
glandes surrénales de rats. 
A) Extraits de protéines totales de cellules fasciculées (15 ng) : témoin sans traitement (Ctl), MIF à 
6.10"I&M, 6.10"9M ou 4.10"8M, ACTH (10"8M) seul, ACTH (ÎO^M) + MIF à 6.10 ,0M, ACTH (10" 
rM) + MIF à 6.10"9M et ACTH (10"8M) + 4.10"8M. B) Extraits de protéines totales de cellules 
glomérulées(15 ng): témoin sans traitement (Ctl), MIF à 6.10"10M, 6.10_9M ou 4.10"SM, Ang II 
(5.10"*M) seul, Ang II (5.10'9M) + MIF à 6.10"I()M, Ang II (5.10"9M) + MIF à 6.10"9M et Ang II 
(5.10-9M) + 4.10"SM. Les extraits ont été séparés sur gel de polyacrylamide de 12%, transférés sur 
PVDF et un anticorps anti-CD74 (sc-5438, 1 :200, TBS-Tween 0.05%) est utilisé pour vérifier la 
présence de CD74. L'actine est utilisée comme protéine de référence (MAB1501R, anticorps anti-
Actine, 1 :1000, 0.5%BSA/TBS-Tween 0.05%). Blots représentatifs de 3 cultures primaires pour 
chaque type cellulaire. C) Quantification de l'expression de CD74 dans les cellules fasciculées 
traitées (cf. A) selon (Battista et al., 2009). Le test de student t a été utilisé pour comparer les 
groupes2 par2 (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). 
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4.2.5- Mise en évidence de la présence de MIF, CD74 et CD44 dans les cellules 
fasciculées par l'activation de la voie des p42/p44m^p*. 
Contrairement aux autres immunobuvardages, cette technique a pour but de vérifier 
si les différents traitements effectués sur les cellules, soit une cinétique de 0, 2, 5, 10, 30 et 
60 min en présence de MIF (6.10"9M) ou d'ACTH (10 nM) activent ou non la 
phosphorylation des p42/p44mop*. Il suffit de comparer l'expression des protéines totales 
p44/p42ma/>* avec 1' expression des protéines phosphorylées p44/p42map*. 
Il a été montré que MIF activait la voie des p42/p44Wfi!P* en augmentant leur 
phosphorylation dans des cultures de fibroblastes (NIH/3T3) et de macrophages 
péritonéaux de souris traitées avec du rMIF (Mitchell et al., 1999). Par la suite, il a été 
prouvé grâce à des cultures de monocytes THP-1 prétraités au INFy traités avec du rMIF 
humain, que cette activation des p42/p44WK?'* nécessitait la liaison de MIF a son récepteur 
CD74 (Leng et al., 2003). Il semblerait également que CD44 active la voie des p42/p44map* 
en créant un complexe avec celles-ci (Tolg et al., 2006). Plusieurs équipes avec des 
approches différentes, ont démontré qu'il fallait les 3 acteurs MIF, CD74 et CD44 pour que 
la voie des p42/p44map* soit activée (Leng et Bucala, 2006; Lue et al., 2006; Shi et al, 
2006). Mettre en évidence l'activation de p42/p44ma/5* dans les cultures primaires de 
cellules fasciculées, permettrait de confirmer à la fois la présence de MIF, CD74 et CD44. 
CD74 permet la liaison de MIF à la surface des cellules mais CD44 est nécessaire pour la 
phosphorylation de p42/p44"wp* par MIF (Flaster et al, 2007). 
Les cellules de fasciculées de rats sont mises en culture pendant 3 jours à 3 x 105 
cellules/Pétri dans de OPTI-MEM, 2% S VF, 1% streptomycine-pénicilline comme décrit 
dans les « matériels et méthodes ». Au bout de ces trois jours, nous avons réalisé des 
stimulations de 10 et 30 min avec du rMIF (6.10"9M) ou de l'ACTH (10 nM) comme 
témoin positif. En effet, l'ACTH active la voie de p42/p44"wp* dans des lignées cellulaires 
de surrénales de rats ainsi que dans des cultures primaires de cellules fasciculées. 
Nos résultats montrent une augmentation des formes phosphorylées de p42/p44wajP* 
par rapport au niveau total de p42/p44""ÎP* dont l'expression reste constante. Notons que la 
forme p42 est plus abondante que la forme p44 et ceci de façon plus marquée au niveau des 
p42/p44map* (Fig. 35 A). 
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Une stimulation avec l'ACTH (10 nM) pendant 10 min induit une augmentation des 
pp42/pp44ma/'* de 20 fois par rapport au témoin. Cette stimulation avec l'ACTH est encore 
présente mais tend à diminuer après 30 min (augmentation de 8.5 fois par rapport au 
témoin). Ces résultats confirment les résultats de la littérature et valident également notre 
première expérience. L'activation des pp42/pp44"wp* avec MIF (6.10"9M) est également 
maximale après 10 min de stimulation, avec une augmentation de 37 fois par rapport au 
témoin. Celle-ci se maintient après 30 min (augmentation de 11 fois par rapport au témoin 
(Fig. 35B). 
Ces premiers résultats très encourageants confirment que MIF active la voie des 
p42/p44"wp* en augmentant leurs phosphorylations dans les cellules fasciculées de 
surrénales de rat et par conséquent nous permet d'extrapoler sur la présence du récepteur de 
MIF, CD74 et de son corécepteur CD44 qui sont indispensables à cette activation. Cela 
nous permet également de confirmer que CD74 et CD44 sont fonctionnels dans les cellules 
et qu'ils forment un complexe puisqu'ils sont co-localisés en immunofluorescence. 
Par la suite, nous avons réalisé une cinétique complète (0, 2, 5, 10, 30, et 60 min) 
afin de confirmer ces premiers résultats. Cependant, des problèmes techniques ne nous ont 
pas permis de compléter ces expériences. Nous avons changé de protocole et adopté celui 
préconisé par NEM. Le tampon de lyse est un tampon commercial 10X (Cell Signaling 
Technology, cat#9803 : 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM 
EGTA, 1% Triton, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM beta-glycérophosphate, 1 mM 
Na3VC>4, 1 fig/ml leuptin), dilué auquel est ajouté un inhibiteur de phosphatase IX. Une 
fois la migration des échantillons et le transfert sur membrane de nitrocellulose effectués 
(protocole standard), de nouveaux anticorps sont appliqués : l'anticorps primaire anti-
phospho-p42/p44 (Phospho-p44/42 MAPK (Erkl/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) 
XP™ Rabbit mAb, Cell Signaling Cat No:4370, 1:2000) ou I'anti-p42/p44 (p44/42 
MAPK (Erkl/2) (137F5) Rabbit mAb, Cell Signaling Cat N°:4695, 1:1000) puis 
l'anticorps secondaire 1:2000 anti-rabbit (anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, Cell 
Signaling Cat N°:7074,1:2000). Le protocole de « destripping » a été modifié et est réalisé 
dans une solution de NaOH 0.4M (2x 20 min). Le mode de stimulation des cellules a été 
modifié aussi. Jusqu'à présent les stimulations étaient faites avec de l'OPTI-MEM avec 2% 
de sérum de veau fœtal (pourcentage final étant de 10 % car l'OPTIMEM contient déjà 8% 
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de sérum de veau fœtal) même si dans la littérature plusieurs équipes font des pré­
incubations de 24 à 48 hs avec des milieux pauvres en sérum (passant ainsi de 10% à 0,5%) 
(Mitchell et ai., 1999; Lue et al., 2006), le sérum pouvant activer ou modifier l'état basai de 
phosphorylation de certaines protéines. Le choix de le faire avec du sérum de veau fœtal 
était dû au fait que nous faisions les expériences sur des cultures primaires, beaucoup plus 
fragiles que des lignées cellulaires et le fait de les priver de sérum pouvait les perturber voir 
les tuer mais aussi du fait que les résultats préliminaires avec sérum avaient très bien 
fonctionné (Fig. 35). Les résultats sont prometteurs car les anticorps utilisés semblent 
beaucoup plus spécifiques et nous voyons une activation de la voie des p42/p44'nop* qui se 
dessine dès 15 min, semblant maximum à 30 min avant de diminuer ensuite (Fig. 36). 
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Figure 35 : Activation de p42/44M,p* par MIF dans les cellules fasciculées. 
A) Immunobuvardages des p42/p44""^ phosphorylées (pp42/pp44mu''4) et totales (p42/p44"w''*) dans 
les cultures primaires de cellules fasciculées de surrénales de rats. Les cellules, après 3 jours de 
cultures dans de OPTI-MEM, 2% SVF, l% streptomycine-pénicilline (environ 300 000 
cellules/Pétri) sont stimulées avec du rMIF à 6.10"9M (Recombinant Mouse MIF, 1978-MF) ou de 
l'ACTH (10 nM) pendant 10 ou 30 min. Les stimulations ont été faites dans de FOPTI-MEM, 2% 
SVF, 1% streptomycine-pénicilline aussi. Les extraits de protéines totales de cultures primaires de 
cellules fasciculées (25 (.ig) sont séparés sur gel de polyacrylamide de 10%, transférés sur 
membrane de PVDF et incubées avec un anticorps anti-phospho-p42/p44 (Phospho-p44/42 MAPK 
ETkl/Erk2, Thr202/Tyr204. I :1000, 1% gélatine/ TBS-Tween 0.05%.). Les membranes 
« déstrippées » sont incubées avec un anticorps primaire anti-p42/p44 (p44/42 MAPK Erkl/Erk2, 
Thr202/Tyr204. 1 :1000, 1% gélatine/ TBS-Tween 0.05%.). B) Évaluation densitométrique 
(p42/p44""v'* phosphorylées sur leurs formes totales). 
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Figure 36 : Optimisation de l'immunobuvardage des p42/p44m<v'*. 
A) Immunobuvardages des pp42/pp44mop* et totales dans les cultures primaires de cellules 
fasciculées de surrénales de rats. Les cellules, après 3 jours de cultures dans du milieu OPTI-MEM, 
2% S VF, l% streptomycine-pénicilline (environ 300 000 cellules/Pétri) sont stimulées avec du 
rMIF à 6.10"*M (Recombinant Mouse MIF, 1978-MF) ou de l'ACTH (10 nM) au temps 0, 2, 5, 
10,30 et 60 min. Seul les immunobuvardages de MIF sont montrés ici. Même protocole et anticorps 
présentés dans la Fig. 35.B) Immunobuvardages des pp42/pp44"w/'* et totales dans les cultures 
primaires de cellules fasciculées. Les cellules, après 3 jours de cultures dans de OPTI-MEM, 2% 
SVF, 1% streptomycine-pénicilline sont stimulées avec du rMIF à 6.10"9M (Recombinant Mouse 
MIF, 1978-MF) ou de l'ACTH (10 nM) au temps 0, 2, 5, 10,15, 30, 45 et 60 min. Seul les 
immunobuvardages de MIF sont montrés ici. Les stimulations ont été faites dans de l'OPTI-MEM, 
sans SVF, 1% streptomycine-pénicilline (pré-incubations des cellules dans du milieu brut frais 
pendant 30 min). Les extraits de protéines totales de cultures primaires de cellules fasciculées (25 
Hg) sont séparés sur gel de polyacrylamide de 10%, transférés sur membrane de nitrocellulose et un 
anticorps anti-phospho-p42/p44 (Phospho-p44/42 MAPK (Erkl/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) 
XP™ Rabbit mAb, 1 :2000) est utilisé pour mettre en évidence les formes phosphorylées de 
p42/p44. Les formes totales de p42/p44 sont mises en évidence par un anticorps primaire anti-
p42/p44 (p44/42 MAPK (Erkl/2) (137F5) Rabbit mAb, 1 :1000). 
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4.2.6- Effet du LPS sur les cellules fasciculées de glandes surrénales de rats 
4.2.6.1- Impact sur la sécrétion de corticostérone 
Des cultures primaires ont été réalisées comme précédemment (300 000 
cellules/Pétri), sans traitement, puis traitées 24 hs avec du LPS (0.1 ou 0.2 mg/ml). Les 
premiers résultats ont été obtenus sans traitement (n = 6) ou avec du LPS à 0.1 mg/ml (n = 
8) et montrent une augmentation de 4.7 fois des taux de corticostérone dans les cellules 
traitées au LPS versus les cellules témoins, cette différence entre les 2 groupes étant avec 
***p<0 0001 (Fig. 37A). Les expériences suivantes ont été réalisées sans traitement (n = 4) 
ou avec du LPS à 0.2 mg/ml (n = 3). De nouveau, la sécrétion de corticostérone est 
augmentée dans les cellules traitées au LPS, mais seulement de 1.6 fois plus par rapport aux 
cellules témoins, cette différence n'étant pas significative (Fig. 37B). Les taux de 
corticostérone sont plus élevés avec 0.2 mg/ml de LPS (Mtémoins = 708.4±62.59 ng/ml, 
MLpso.2mg/mi = 1156±302.4 ng/ml) qu'avec le traitement avec 0.1 mg/ml de LPS (Mtémoins = 
138.1±13.27 ng/ml, MLPso.img/mi= 643.9+74.8 ng/ml). Les résultats des figures Fig. 37C et 
Fig. 37D montrent que le changement de lot de LPS, le nombre de cellules par Pétri 
(75 000 cellules/Pétri ici), et la variabilité des expériences peuvent faire varier les résultats, 
d'où l'intérêt d'avoir un nombre d'expériences suffisamment grand. Le traitement avec une 
concentration de LPS (0.2 mg/ml) donne des taux de corticostérone plus élevés qu'avec la 
concentration de 0.1 mg/ml (Mtémoins = 55.11±6.5 ng/ml, MLpso.img/mi = 460.9±20.8 ng/ml et 
MLpso.2mg/mi = 652.4±19.9 ng/ml) mais la réponse est proportionnellement moins importante 
(1.4 fois plus). Par rapport aux témoins, les taux sont augmentés de 8.4 avec une 
concentration de 0.1 mg/ml versus 11.8 fois pour la concentration plus élevée ceci étant 
statistiquement significatif (***P<0.0001 dans les 2 cas) tout comme la différence entre les 
traitements LPS aux 2 concentrations soit **P<0.01, P = 0.008 (Fig. 36C). Si la 
concentration de LPS est doublée (0.1 mg/ml versus 0.2 mg/ml) tout en augmentant le n (n 
= 20), la réponse des cellules est doublée. Les taux de corticostérone sont augmentés de 5.7 
fois entre les témoins et le traitement avec 0.1 mg/ml de LPS et de 11.3 fois avec 0.2 
mg /ml de LPS soit une augmentation d'un facteur de 2 entre les 2 concentrations de LPS. 
Ces différences sont statistiquement très significatives avec une ***P<0.0001 (Fig. 37D). 
Quelque soit les concentrations de LPS, les taux de cortisostérone sont augmentés. 
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Figure 37 : Effet da LPS sur la sécrétion de corticostérone dans des cultures primaires de 
cellules fasciculées de glandes surrénales de rats. 
Les cellules après 3 jours de cultures dans de l'OPTl-MEM, 2% SVF, 1% streptomycine-pénicilline 
ont été traitées 24 hs avec du LPS. A) [LPS ] = 0.1 mg/ml : témoins (n = 6) versus LPS (n = 8) au 
cours d' 1 culture. B) [LPS ] = 0.2 mg/ml : témoins (n = 4) versus LPS (n = 3) au cours d'l culture, 
C) [LPS ] = 0.1 mg/ml et [LPS ] = 0.2 mg/ml: témoins (n = 3), LPS à 0.1 mg/ml (n = 3) et LPS à 
0.2 mg/ml (n = 2) au cours d' 1 culture. B) [LPS] = 0.1 mg/ml et [LPS ] = 0.2 mg/ml : témoins (n 
= 20), LPS à 0.2 mg/ml (n = 20) et LPS 0.2 mg/ml (n = 20) au cours d'1 culture. Les valeurs 
représentent la moyenne (M±SEM) de corticostérone des milieux de culture (ng/ml/3xl05 cellules 
ou ng/ml/75xl03 cellules), analysés par technique de R.I.A. Test de Student t non apparié utilisé 
pour analyser les valeurs. Le nombre « n » représente le nombre de Pétris réalisées par traitement. 
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4.2.6.2- Impact sur la morphologie des cellules 
Nous avons montré que le LPS induisait une augmentation significative de 
corticostérone aussi bien avec 0.1 qu'avec 0.2 mg/ml de LPS. Il s'avérait intéressant de 
vérifier s'il existait une corrélation entre les niveaux de corticostérone induits par le 
traitement au LPS avec d'éventuelles modifications morphologiques. Les cellules 
fasciculées témoins sont belles, étalées et présentent de nombreuses gouttelettes lipidiques 
(Fig. 38A, 38C, 38E et 38H). Quelque soit la concentration de LPS, les cellules semblent 
plus adhérentes et d'apparences plus arrondies, les gouttelettes lipidiques sont également 
plus nombreuses et plus réfringentes (Fig. 38B, 38D, 38F, 38G, 381 et 38J). Les comptes 
cellulaires confirment que le traitement de LPS de 24hs induit une mort cellulaire celle-ci 
étant plus importante à une concentration de 0.2mg/ml (Tableau 5). L'augmentation du 
nombre de gouttelettes lipidiques et de la grosseur des cellules, et la diminution du nombre 
de cellules suggèrent une hypertrophie des cellules, soit une augmentation de la synthèse 
protéique (Otis et al., 2005). 
Tableau 5 : Compte de cellules dans 2 cultures primaires de cellules fasciculées de rats. 
Après tiypsination, les cellules sont comptées en cellules de Malassez en présence de bleu de 
Coomassie avec ou sans traitement (nombre de cellules mortes en bleues). Nombre de cellules 
attendues autour de 75.103 cellules/Pétri. Cultures pour nos trois conditions : témoin, [LPS] = 0.1 
Conditions Culture n°2 Culture n°3 Moyennes (M) SEM 
Témoin 92500 62500 77500 15000 
LPS (0.1 mg/ml) 74687 72500 73593 1093 
LPS (0.2 mg/ml) 70312 61500 65906 4406 
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Figure 38 : Effet du LPS sur la morphologie des cellules fasciculées. 
Les cellules après 3 jours de cultures ont été traitées 24 hs avec du LPS. Culture n*l : A) et B) 
Culture primaire de fasciculées à 3x105 cellules/Pétri avec ou sans traitement [LPS ] = 0.2 mg/ml 
correspondant aux résultats montrés dans la Fig. 37B. C) et D) Même culture de fasciculées à 
75xl03 cellules/Pétri avec ou sans traitement [LPS ] = 0.2 mg/ml. Culture n*2 : E), F) et G) 
Culture primaire de fasciculées à 75x10"' cellules/Pétri avec ou sans traitement [LPS] = 0.1 mg/ml et 
0.2 mg/ml correspondant aux résultats présentés dans la Fig. 37C. Culture n*3 : H), I) et J) 
Culture primaire de fasciculées à 75x103 cellules/Pétri avec ou sans traitement [LPS] = 0.1 mg/ml et 
0.2 mg/ml correspondant aux résultats présentés dans la Fig. 37D. Les cellules ont été visualisées 
avec un microscope à contraste de phase LEICA DM IL avec un objectif X20 et les photos ont été 
prises avec appareil photo numérique SnapShot A250 Canon. Trois à cinq photos ont été prises par 
Pétri au hasard, et 2 à 3 Pétris ont été visualisés pour chaque condition. 
V - DISCUSSION 
r 
5.1- Etudes in vivo 
5.1.1- Validation de notre modèle animal de sepsis 
L'ensemble des résultats obtenus lors de notre étude indique que notre protocole 
expérimental est bon et reproductible. En effet, les groupes de rats sont homogènes en 
termes de poids (Fig. 22) ainsi que le nombre d'individus par groupe. L'état des animaux 
est également comparable au sein d'un même groupe. 
La majorité des résultats permet de valider le modèle animal de sepsis subaigu. Les 
résultats comportementaux indiquent que les groupes témoins étaient sains contrairement 
aux groupes traités au LPS avec ou sans anti-MIF ayant des signes cliniques d'individus 
malades. Ces premiers résultats concordent avec les résultats obtenus précédemment au 
sein du laboratoire (Chagnon et al, 2005). De plus, les glandes surrénales des groupes 
témoins étaient petites contrairement aux groupes LPS où celles-ci étaient volumineuses et 
hypertrophiées. Cette augmentation de volume des glandes surrénales a déjà été rapportée 
chez des patients en choc septique et persiste même après 30 jours (Chanques et al, 2007). 
Les études histologiques (Fig. 24A) valident aussi le modèle puisque le traitement au LPS 
induit une modification de la structure cellulaire et tissulaire (déstructuration des différentes 
zones, cellules fasciculées moins organisées, vasodilatation ou extravasation avec ou sans 
infiltration de cellules dans la médullo-surrénale) comparativement aux glandes des rats 
« 
témoins dont la morphologie est classique. 
Ces modifications structurales sont comparables à celles observées dans le 
syndrome de Waterhouse-Friderichsen. En effet, le sepsis peut conduire à une insuffisance 
surrénalienne relative avec des cas rapportés de ce syndrome chez l'adulte et chez l'enfant. 
Ceci est caractérisé entre autre par une coagulopathie, une éruption cutanée, un 
effondrement cardiovasculaire et une hémorragie bilatérale des glandes surrénales avec les 
modifications morphologiques qui en découle (Adem et al, 2005). Notre étude montre 
aussi une augmentation significative des taux plasmatiques d'ACTH (pg/ml) dans les 
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groupes LPS versus les témoins (Fig. 24A). De plus, une augmentation de corticostérone 
(ng/ml) est clairement observée dans les groupes septiques (Fig. 23A). Ces deux résultats 
valident à nouveau le modèle de sepsis puisque l'on sait qu'en présence d'un stimulus 
comme la fièvre ou une endotoxine (LPS), l'ACTH stimule la libération de corticostérone. 
Notre étude a également mis en évidence une dissociation ACTH/corticostérone. Cette 
dissociation ACTH/corticostérone pourrait s'expliquer par une libération de cortisol 
indépendante de l'ACTH ou même mettre en évidence une insuffisance surrénalienne 
relative (Beishuizen et al, 2001; Bornstein et al., 2008). Même si les niveaux plasmatiques 
d'ACTH varient très peu entre les différents groupes (Fig. 24B), la libération de 
corticostérone (ng/ml) est proportionnellement beaucoup plus importante (comprise entre 
12.4 et 29.4 fois) dans les groupes sepsis (Fig. 23B). Ces résultats suggèrent que la 
libération de corticostérone n'est pas seulement dépendante de l'ACTH, caractérisée par 
l'augmentation de volume des glandes surrénales et la plus grande libération de 
corticostérone. Il pourrait y avoir aussi une libération de corticostérone indépendante de 
l'ACTH, corroborant les résultats obtenus par Beishhuizen et al.. Par contre, les patients en 
choc septique de cette étude présentaient des taux constants de cortisol accompagnés d'une 
baisse brutale des taux d'ACTH. Cette différence pourrait s'expliquer par le modèle utilisé, 
le rat versus l'homme, qui réagit différemment face à un stress. De plus, les étapes de 
stéroïdogénèse sont différentes entre les deux espèces faisant en sorte que le rat produit 
uniquement de la corticostérone contrairement à l'humain qui produit à la fois de la 
corticostérone et du cortisol (Conley et Bird, 1997). En revanche, notre modèle animal 
reproduit un sepsis subaigu. Ceci expliquerait l'absence d'insuffisance surrénalienne 
relative (chez l'homme, les taux de cortisol basaux sont forts, mais aucune réponse 
dynamique) dans notre modèle, alors que sa prévalence est de 50 à 60% chez les patients en 
choc septique. 
Même si les niveaux de vasopressine ne sont pas statistiquement significatifs, ceux-
ci ont tendances à augmenter (Fig. 25) et sont associés avec l'augmentation de l'ACTH et 
de corticostérone dans les groupes « sepsis ». L'ACTH et la corticostérone peuvent être 
libérés par la vasopressine en se liant à ses récepteurs Via dans la glande surrénale (Gallo-
Payet et Guillon, 1998) ou à ses récepteurs Vlb au niveau de l'adénohypophyse et dans la 
zone médullo-surrénale. La production de cortisol induit un rétrocontrôle négatif sur la 
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libération d'AVP. Ceci pourrait donc expliquer la faible augmentation de vasopressine 
observée dans notre modèle de sepsis. (Lauzier et al, 2003; Tanoue et al, 2004; Barrett et 
al, 2007; Russell, 2007; Gallo-Payet et al., 2008). La vasopressine ayant une demi-vie très 
courte (5-15 min) (Holmes et al, 2001), il se peut qu'elle ne soit plus présente au bout de 
24 hs dans notre modèle ou qu'elle soit dégradée par des protéases de type vasopressinases 
(plus de vasopressine dégradée que de vasopressine produite). Cela peut également être dû 
à son énorme libération dans la circulation systémique dans le but de rétablir l'homéostasie 
modifiée à cause du sepsis conduisant à un épuisement du stock (Landry et al, 1997; 
Holmes et al, 2001; Sharshar et al, 2002; Sharshar et al, 2003a). Ainsi, le délai de 
libération et de resynthèse de vasopressine serait insuffisant pour répondre à la perte de 
l'homéostasie brutale. 
Les mesures de MIF (résultats non montrés) ne correspondent pas aux résultats 
attendus. En effet, nous avons détecté de très petites quantités de MIF plasmatiques dans 
les 4 groupes sans différence significative ([MIF]saijn + jgo = 11.94 + 1.07; [MIF]Lps + igG = 
14.45 ± 3.04; [MIF]salin + anti-MIF = 10.06 ± 0.72; [MIF]LPS + anti-MIF = 12.83 ± 1.28). Des 
études chez l'humain ont montré des concentrations de MIF circulant (plasmatiques ou 
sériques) autour de 2-6 ng/ml chez des sujets sains (Bucala, 1996; Calandra et al, 2000; 
Donn et Ray, 2004). Chez les patients, les taux sont supérieurs comparativement aux sujets 
sains et sont compris entre 12 à 18 ng/ml selon les différents stades de sepsis (Calandra et 
al, 2000; Beishuizen et al, 2001). Chez l'animal, les taux plasmatiques augmentent 
beaucoup plus avec des taux passant de 16 ng/ml à 50 ng/ml (Calandra et al, 1995) voire 
même de 6 ng/ml à 70 ng/ml après 18 hs (Bruhn et al, 2006). Les différences entre les 
résultats obtenus aussi bien chez l'humain que chez l'animal et ceux que nous avons 
trouvés pourraient être dû à plusieurs facteurs. Tout d'abord, les techniques d'analyses des 
plasmas sont différentes puisque certains utilisaient une technique semi-quantitative 
d'immunobuvardage sur des extraits sériques ou un kit Elisa (Chemicon, Temecula, CA) 
qui n'est plus commercialisé. Dernièrement, nous avons trouvé une compagnie qui 
commercialise un nouveau kit Elisa (Rat Macrophage Migration Inhibitory Factor, MIF 
Elisa Kit, # Cat E0698r, Uscnlife) qui serait intéressant de tester. De plus, les études 
publiées chez l'animal qui présentaient des taux élevés de MIF n'utilisaient pas les mêmes 
animaux (différentes souches de souris ou des rats Sprague-Dawley), ni les mêmes sources 
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de LPS (souches d'E.coli différentes), ni les mêmes protocoles expérimentaux (CLP versus 
injection de LPS en I/P). Ceci pourrait également mettre en évidence l'action 
compartimentale de MIF. En condition physiologique, MIF agirait préférentiellement 
comme une hormone et durant l'inflammation, MIF verrait sa production augmenter et 
agirait comme une cytokine pro-inflammatoire (Bruhn et al, 2006). Par la même, il se 
retrouve dans la circulation sanguine pour agir au niveau des organes comme la glande 
surrénale. De plus, au niveau de l'hypophyse, il n'est pas protégé par la barrière hémato­
encéphalique. Comme l'anti-MIF neutralise son activité biologique et que celui-ci passe la 
barrière hémato-encéphalique, ceci expliquerait le fait que les taux plasmatiques de MIF 
n'augmentent pas de façon significative dans les groupes salin + anti-MIF et LPS + anti-
MIF versus le groupe témoin salin + IgG. 
Étonnamment, l'analyse histopathologique des hypophyses n'a pas montré de 
différence notable entre les groupes. La majorité des résultats plasmatiques, 
comportementaux et histologiques sur les glandes surrénales valident le modèle de sepsis 
subaigu avec des concordances importantes avec les résultats obtenus chez les patients. 
Nous nous attendions à ce qu'il en soit de même au niveau hypophysaire. De plus, le 
syndrome de Sheehan caractérisé par une insuffisance hypophysaire complète ou dissociée 
avec une nécrose hypophysaire (Ntyonga-Pono et al, 1997), a déjà été rapporté chez des 
patients en sepsis. Plusieurs facteurs limitants pourraient expliquer nos résultats : des n 
petits par groupe (compris entre 1 et 3), la petite taille des hypophyses et la présence d'un 
seul hypophyse par rat (versus 2 surrénales) nous forçant à utiliser la totalité de l'organe 
pour les études d'expressions protéiques, les quantités limités d'IgG et d'anti-MIF et la non 
interprétation de certaines lames du fait de leurs mauvaises qualités. Il est donc difficile 
d'émettre des conclusions définitives avec un n si petit. 
5.1.2- Étude de l'impact de l'anti-MIF au niveau plasmatique et histologique 
Si nous regardons maintenant l'impact du traitement avec l'anticorps neutralisant 
anti-MIF, nous n'avons pas remarqué d'amélioration significative au niveau de l'état 
général des animaux « sepsis » traités avec l'anti-MIF par rapport aux animaux « sepsis ». 
Des analyses observationnelles indiquent que certains animaux présentaient un état plus 
critique avec des hémorragies respiratoires (4 sur 7), de la diarrhée (2/7) en plus des 
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symptômes communs aux rats LPS seul (moribonds, yeux hémorragiques, grosses glandes 
surrénales voire hypertrophiées). Il reste difficile de conclure que le traitement anti-MIF 
soit responsable de cela. 
Le traitement anti-MIF induit une augmentation plus importante de la corticostérone 
dans le groupe « sepsis » (2.4 fois plus) (Fig. 23B). L'anti-MIF est un anticorps qui 
neutralise l'activité biologique du MIF en se fixant sur celui-ci (Calandra et al, 2000). Il 
est possible que ceci puisse induire une augmentation de la production de MIF, cytokine 
pro-inflammatoire en réponse à l'infection et que cela pourrait par la même provoquer une 
surproduction de corticostérone, anti-inflammatoire stéroïdien endogène en réaction à cette 
surproduction de MIF. Étonnamment, le traitement avec l'anti-MIF chez les rats témoins 
semble induire une diminution de corticostérone (Fig. 23A). Nous savons que le rythme 
circadien de MIF coïncide avec celui du cortisol chez des sujets sains (Petrovsky et al, 
2003). L'ensemble des résultats de littérature confirment également une relation étroite et 
complexe entre les GC et MIF avec des effets différents dans des états physiologiques ou 
pathologiques. Il est probable que les rats témoins comme les sujets sains présentent un 
cycle circadien de MIF coïncidant avec celui de la corticostérone. Si son taux plasmatique 
est basai, il est donc fort probable que le taux plasmatique du MIF le soit aussi. De plus, 
même si l'anti-MIF bloque l'activité biologique de MIF, il n'y aura pas plus de synthèse ni 
de libération de MIF puisque l'organisme n'a pas à répondre à un état de stress comme une 
infection. Par la même, la liaison MIF/anti-MIF diminue la biodisponibilité du MIF ce qui 
pourrait expliquer la diminution des taux plasmatiques de la corticostérone : moins de MIF 
présent donc moins de corticostérone nécessaire au maintien de l'homéostasie. Ces résultats 
confirmeraient également qu'en condition physiologique, MIF agirait préférentiellement 
comme une hormone et que durant l'inflammation, MIF verrait sa production augmenter et 
agirait comme une cytokine pro-inflammatoire (Bruhn et al, 2006). 
Le traitement anti-MIF atténue significativement l'augmentation des taux d'ACTH 
plasmatiques chez les rats présentant un sepsis (2.6 fois moins) (Fig. 24B). Ces résultats 
sont cohérents avec ce que l'on a observé avec les taux de corticostérone et les résultats de 
la littérature. Le blocage de MIF par la liaison MIF/anti-MIF activerait la production de 
MIF adénohypophysaire libéré dans la circulation systémique, provoquant la surproduction 
de corticostérone par la voie dépendante d'ACTH et la voie indépendante d'ACTH en 
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réponse au MIF libéré. Cette surproduction de corticostérone plus importante dans le 
groupe LPS + anti-MIF que dans le groupe LPS + IgGiso (2.4 fois plus) (Fig. 23B) pourrait 
ainsi induire un rétrocontrôle négatif sur l'ACTH expliquant l'atténuation significative de 
l'augmentation d'ACTH pour le groupe LPS + anti-MIF (Fig. 24B). La dissociation 
ACTH/corticostérone devient plus marquée dans les groupes LPS + anti-MIF (moins 
d'ACTH produit proportionnellement au cortisol) par rapport aux groupes LPS + IgGiso 
(Fig. 24C). Ces résultats indirects confirment l'hypothèse d'une production de 
corticostérone indépendante de l'ACTH. 
Même si les résultats ne sont pas statistiquement significatifs, le traitement anti-MIF 
a tendance à diminuer la libération de vasopressine chez les rats en choc septique. La seule 
explication logique en rapport avec le reste des résultats serait que pour les animaux LPS + 
anti-MIF, une production plus importante de cortisol comparativement aux groupes LPS + 
IgGiso (Fig. 23B) pourrait exercer un rétrocontrôle négatif à la fois sur la libération de 
l'ACTH (Fig. 24B) et sur la libération de la vasopressine (Fig. 25). 
Les résultats observés au niveau des coupes histologiques de glandes surrénales de 
rat ont montré que le traitement LPS induisait des modifications morphologiques 
importantes (Fig. 27) alors que le traitement concomitant avec l'anti-MIF permet de 
restaurer la structure normale ou proche de la normale. 
5.1.3- Présence et expression de MIF et CD74 dans notre modèle de sepsis avec ou 
sans anti-MIF 
Les études d'immunobuvardage ont permis de mettre en évidence la présence de 
MIF dans l'hypophyse en accord avec les données de littérature aussi bien dans des 
modèles murins cellulaires (Bernhagen et al, 1993) qu'animaux (Bernhagen et al., 1993; 
Nishino et al., 1995) (Fig. 28A). Nous avons également confirmé la présence protéique de 
MIF dans les glandes surrénales des rats (Bâcher et al, 1997; Fingerle-Rowson et al, 
2003) (Fig. 29A). Celui-ci est présent dans les 4 groupes d'animaux. La présence du 
récepteur CD74 a également été confirmée par immunobuvardage tant au niveau 
hypophysaire (Fig. 30A) que surrénalien (Fig. 30B, 30C). Même si la littérature a déjà 
mise en évidence la présence protéique de CD74 au niveau de la glande surrénale humaine 
(Marx et al., 1997), aucune étude n'avait décrit sa présence chez le rat. À ce jour, il semble 
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que nous soyons les premiers à détecter CD74 dans l'hypophyse. CD74 est également 
présent dans les 4 groupes. 
Nos résultats montrent une légère diminution d'expression de MIF hypophysaire 
lors d'un sepsis versus nos rats témoins (Fig. 28B). Ces résultats sont cohérents avec ceux 
de la littérature. En effet, Bernhagert et al. ont montré une augmentation dépendante du 
temps des taux d'ARMm pituitaire de MIF avant d'atteindre un plateau entre 16 et 24h 
accompagné d'une diminution de l'expression hypophysaire entre 8 et 24 hs de traitement 
au LPS (Bernhagen et al, 1993), ceci dans un modèle comparable au nôtre chez des souris 
traitées en IP avec des doses subléthales de LPS pendant 48hs. Nous avons également 
montré une augmentation d'expression de MIF dans la glande surrénale (Fig. 29B). En 
utilisant des techniques semi-quantitatives (immunohistochimie et hybridation in situ), 
Bâcher et al. ont également mis en évidence dans un modèle de rat Wistar mâles traités en 
IP avec 0.2 mg/kg de LPS (E.coli 0111 :B4), une augmentation croissante dans le temps (0, 
6 et 24h) de l'ARMm et la protéine MIF surrénaliens (Bâcher et al., 1997). Ces résultats 
suggèrent qu'en réponse à un sepsis, l'hypophyse libère du MIF dans la circulation 
systémique expliquant la diminution protéique de MIF hypophysaire après 24hs de 
traitement au LPS. L'augmentation d'expression protéique de MIF au niveau surrénalien en 
réponse au sepsis pourrait être dû à la libération systémique de celui-ci, confirmant son rôle 
d'hormone hypophysaire (régulation endocrine) (Bernhagen et al, 1993; Nishino et al., 
1995; Bruhn et al, 2006) mais pourrait également être dû à sa production par les cellules 
circulantes du système immunitaire comme les monocytes, les macrophages (Calandra et 
al, 1994; Calandra et al, 1998), les lymphocytes T, les mastocytes (Bâcher et al, 1996; 
Chen et al., 1998), les éosinophiles (Makita et al, 1998), la glande surrénale étant 
hypervascularisée. Enfin, cette augmentation protéique pourrait provenir de sa production 
par la glande surrénale elle-même (régulation autocrine) par les cellules glomérulées et 
fasciculées (Bâcher et al, 1997). 
Le traitement avec l'anticorps neutralisant anti-MIF a tendance à augmenter 
l'expression de MIF hypophysaire (même si ces résultats ne sont pas statistiquement 
significatifs) dans les groupes « sepsis » contrairement aux rats « sepsis » sans traitement 
qui voient l'expression protéique de MIF diminuer. Ces résultats valident les résultats 
précédents, puisque le fait de bloquer l'activité biologique de MIF induit un résultat 
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inverse. Ceci confirme également l'implication de MIF dans la réponse à un stress comme 
le sepsis. Au niveau surrénalien, Fanti-MIF diminue significativement l'expression de MIF 
dans nos groupes « sepsis » contrairement aux rats « sepsis » sans traitement qui voient 
l'expression protéique de MIF augmenter. Comme au niveau hypophysaire, ces résultats 
valident les résultats précédents, puisque le fait de bloquer l'activité biologique de MIF 
renverse les effets du sepsis. 
Ces résultats sont cohérents entre eux dans l'ensemble et confirment l'implication 
de MIF dans la perturbation de l'axe HHS lors du sepsis. Cependant, les difficultés 
techniques actuelles dans les immunobuvardages de CD74 ne nous permettent pas pour 
l'instant d'étudier sa modulation d'expression lors du sepsis avec ou sans traitement anti-
MIF. 
5.2- Études in vitro 
5.2.1- Validation de notre modèle de culture primaire de cellules fasciculées 
Nous avons validé notre modèle cellulaire de culture primaire de cellules fasciculées 
A 
de rats puisque le traitement de ces cellules avec de l'ACTH (10 M) induit une 
augmentation significative de la sécrétion de corticostérone (Fig. 31 A). Ces résultats sont 
aussi cohérents avec ceux obtenus précédemment dans le laboratoire sur des cultures 
primaires de surrénales humaines adultes et fœtales (Cote et al, 1997; Chamoux et al, 
2001; Battista et al, 2009). 
5.2.2- Effet de MIF sur la sécrétion de corticostérone induite par le traitement à 
l'ACTH sur ces mêmes cultures 
Nous avons montré que le MIF semble agir sur la sécrétion de corticostérone induite 
par l'ACTH puisqu'on observe une augmentation constante de celle-ci quelque soit les 
concentrations de MIF recombinant ajoutés en comparaison au control (ACTH seul) (Fig. 
31B). Ces résultats nous permettent de confirmer qu'il existe bien une interaction ACTH-
MIF-corticostérone qui irait dans le même sens que Donn et al. à savoir que MIF pourrait 
avoir un effet direct sur l'activité des GC (Donn et Ray, 2004). Dans ces expériences, le 
MIF était ajouté avant l'ACTH (2 hs chaque). Il serait donc intéressant d'inverser ce 
protocole (préincubation d'ACTH et ensuite stimulation au MIF) afin de vérifier si la 
réciproque est possible, ce qui confirmerait que les GC peuvent également agir sur le MIF. 
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Il faut noter que ces observations ont été faites sur des cellules non traitées au LPS. Là 
encore, il serait intéressant de réaliser ces mêmes expériences sur des cellules traitées au 
LPS afin de mieux comprendre le rôle des GC et de MIF en mimant un étant physiologique 
(sans LPS) ou pathologique (avec LPS). 
Les résultats obtenus sont à confirmer en augmentant le nombre d'expérience 
(seulement n = 3) car même si une tendance se dessine, les résultats ne sont pas 
statistiquement significatifs. 
5.2.3- Mise en évidence de MIF et de CD74 dans les cellules fasciculées de rats 
Nos résultats d'immunofluorescence ont mis en évidence la présence de MIF et de 
CD74 dans les cellules de la glande surrénale, confirmant les résultats obtenus en 
immunobuvardage dans notre modèle de rat (Fig. 32, Fig. 33). MIF est présent surtout dans 
les cellules fasciculées, confirmant les résultats de littérature (Bâcher et al., 1997). Les 
études d'immunobuvardage sur la protéine CD74 ont montré sa présence à la fois dans les 
cellules glomérulées et les cellules fasciculées. Cependant, il aurait été intéressant de voir si 
MIF était également présent dans les glomérulées par ces mêmes techniques mais le 
manque de matériel protéique nous a limité dans cette recherche. Même si les résultats 
restent à confirmer, nous avons également montré l'activation de p42/p44map* dans les 
cellules fasciculées stimulées avec du rMIF (Fig. 35). De façon indirecte, ceci confirme la 
présence du récepteur CD74 et de son co-récepteur CD44 (Leng et al., 2003; Leng et 
Bucala, 2006; Lue et al., 2006; Shi et al., 2006; Tolg et al., 2006). Le fait que nous ayons 
également montré que l'ACTH induisait l'activation de la voie de p42/p44map* (Fig. 35) est 
encourageant. Ceci valide nos premiers résultats et corrobore ceux obtenus par Ferreira et 
al. Cette équipe a montré par analyses d'immunohistochimie sur des glandes surrénales de 
rats traités par l'ACTH (2, 18 et 24 hs), que celui-ci induisait l'activation de la voie de 
p42/p44ma/'* plus particulièrement dans la zone fasciculée (Ferreira et al., 2004) 
(visualisation de la forme phosphorylée de p42/p44wap* par immunofluorescence). 
L'ensemble de ces données indique que le MIF, CD74 et CD44 sont fonctionnels 
dans les cellules fasciculées. 
L'immunofluorescence a permis de localiser le MIF dans le cytoplasme avec une 
localisation majoritaire proche du noyau alors que le CD74 cytoplasmique semblait plutôt 
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localisé au niveau du réticulum endoplasmique dans les cellules témoins. En revanche, dans 
les cellules traitées au LPS, MIF et CD74 colocalisent au niveau du réticulum 
endoplasmique. Par contre, nous nous serions attendus à observer cette colocalisation au 
niveau de la membrane plasmique comme cela est décrit dans la littérature aux niveaux des 
cellules de l'inflammation (Flaster et al, 2007) et parce qu'il y a une augmentation des 
pp42/pp44ma/'* donc une liaison hormone-récepteur au niveau membranaire. Nos résultats 
suggèrent que CD74 jouerait son rôle de protéine chaperonne en s'associant au MIF 
permettant son routage intracellulaire du réticulum endoplasmique vers l'appareil de golgi 
comme ceci a déjà était montré avec les molécules du CMHII (Bakke et Dobberstein, 1990; 
Lotteau et al, 1990). Pourtant nous savons qu'une faible proportion de CD74 (2 à 4 %) se 
retrouve également à la surface cellulaire et seulement quelques uns de ces Ii sont modifiés 
par l'addition de sulfate de chondroïtine en position 201 (Ii-CS) et peuvent s'associer avec 
le CMHII à la surface des cellules (Sant et al, 1985; Wraight et al, 1990; Ameson et 
Miller, 2007). De plus Ameson et al ont montré que cette sulfatation provoquerait la 
formation d'un complexe constitué d'un trimer d'Ii-CS avec un Ii conventionnel 
rapidement transporté du réseau trans-Golgi vers la surface de la cellule pouvant jouer un 
rôle important dans la génération d'un pool important d'Ii à la surface cellulaire. Ce pool 
servirait ensuite de récepteur au CD44 et au MIF (Arneson et Miller, 2007). Naujokas et al 
avaient d'ailleurs montré une interaction de CD74 (Ii-CS) avec le CD44 lors de 
stimulations immunitaires allant dans ce sens (Naujokas et al, 1993). Le fait que nous 
observions seulement la colocalisation MIF/CD74 au niveau cytoplasmique pourrait 
provenir de plusieurs paramètres : la faible quantité de CD74 à la surface des cellules, un 
mécanisme différent dans ce type cellulaire et le protocole expérimental. En effet, les 
membranes des cellules sont perméabilisées. Ceci facilite l'entrer des anticorps fluorescents 
de MIF et CD74 permettant d'optimiser le marquage, mais rend l'observation plus difficile 
de ce qui se passe à la surface cellulaire. Ces résultats quoique différents, indiquent que le 
MIF, CD74 et CD44 sont fonctionnels dans les cellules fasciculées et qu'ils sont impliqués 
dans le sepsis. 
Enfin, nous avons montré que l'expression de CD74 n'était pas modifiée dans les 
cultures de cellules fasciculées témoins ou traitées avec rMIF quelque soit les 
concentrations (Fig. 34A). Le traitement avec l'ACTH seul avait tendance à augmenter 
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l'expression de CD74, récepteur de MIF et le traitement concomitant d'ACTH à 
concentration constante et de rMIF à des concentrations croissantes avait tendance à 
diminuer son expression (Fig. 34C). Ceci met en évidence un éventuel mécanisme de 
protection : une désensibilisation du récepteur CD74 par la stimulation soutenue du MIF, 
son ligand. 
5.2.4- Effet du LPS sur les cellules fasciculées 
Comme nous l'avons montré dans le modèle animal, le traitement au LPS induit une 
augmentation des taux de corticostérone plasmatiques (Fig. 23A). Nous avons également 
montré dans les cultures primaires de cellules fasciculées que le traitement à l'ACTH 
induisait une augmentation des taux de corticostérone dans (Fig. 31A). Les études 
d'immunofluorescence ont également montré l'impact du traitement au LPS (Fig. 32Ca et 
32Cb). 
Nous avons montré que quelque soit les concentrations de LPS, les taux de 
corticostérone dans le surnageant des cellules fasciculées sont augmentés, confirmant un 
état de stress des cellules (Fig. 37A, 37B, 37C et 37D). Nous avons également montré que 
les cellules fasciculées avaient une structure normale sans LPS, mais que le traitement LPS 
induisait une hypertrophie des cellules et une mort cellulaire, signe là encore que les 
cellules fasciculées sont en état de stress (Fig. 38). L'ensemble de ces résultats montrent 
que lorsque qu'on mime un état physiologique (sans traitement) avec des cultures primaires 
de cellules de fasciculées de rats, MIF et CD74 sont présents et les taux de corticostérone 
sont bas. Lorsque l'on mime un état pathologique (traitement au LPS), on remarque à la 
fois une modification de la signalisation cellulaire (colocalisation MIF/CD74) suggérant 
une activation de MIF se liant à son récepteur et une modification de sécrétion de la 
corticostérone. L'ensemble de ces résultats associés avec ceux du modèle animal confirme 
que MIF est un acteur primordial dans le sepsis, qu'il existe une interaction entre MIF et 
les GC et que les cellules fasciculées produisent du MIF actif, qui serait responsable d'une 
régulation autocrine (directement sur ses cellules productrices). 
VII - CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Les études effectuées lors de ma maîtrise avaient pour but de mieux comprendre 
l'implication de MIF dans la perturbation fonctionnelle de l'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien lors d'un sepsis expérimental utilisant un modèle animal de sepsis subaigu et un 
modèle de cultures primaires de cellules surrénaliennes plus particulièrement les cellules 
fasciculées. 
Grâce à notre modèle de sepsis expérimental subaigu chez le rat, nous avons montré 
que le sepsis induisait une augmentation des taux plasmatique d'ACTH et de 
corticostérone, avait tendance à augmenter les taux plasmatiques de la vasopressine mais 
nous n'avons pas observé de modification de MIF plasmatique. Les résultats présentement 
obtenus laissent entrevoir une dissociation ACTH/corticostérone suggérant une libération 
de corticostérone dépendante de l'ACTH par la glande surrénale mais également une 
libération indépendante de l'ACTH. Des modifications morphologiques des glandes 
surrénales ont également été observées. La protéine MIF et son récepteur CD74 sont 
présents à la fois au niveau de l'hypophyse et de la glande surrénale. L'expression de MIF a 
tendance à diminuer dans l'hypophyse mais est augmentée dans la glande surrénale des rats 
en sepsis subaigu. Le traitement anti-MIF concomitant au LPS a permis de confirmer les 
résultats obtenus pour les rats en sepsis sans anti-MIF car le blocage de l'activité 
biologique de MIF induisait des effets inverses. L'ensemble de ces résultats sont cohérents, 
valident le modèle de sepsis expérimental et confirment l'implication de MIF dans la 
perturbation de l'axe HHS dans cette pathologie. En revanche, bien que l'anti-MIF ait été 
un outil très utile pour donner un poids supplémentaire à nos résultats et bien qu'il 
provoque certains effets bénéfiques sur des animaux en sepsis (amélioration de la survie, 
dysfonction myocardique reversée, diminution de l'expression d'ARNm et des protéines 
pro-inflammatoires IL-1 et IL-6, altération morphologique des glandes surrénales reversée, 
effet anti-inflammatoire par libération plus importante de corticostérone), il semble que 
celui-ci induise également des boucles de rétrocontrôle complexes activant l'expression 
122 
protéique de MIF. Cet anticorps neutralisant reste un outil thérapeutique prometteur mais la 
recherche est loin d'être finit! 
L'utilisation de cultures primaires de cellules surrénaliennes a permis de confirmer 
les résultats obtenus dans le modèle animal : l'ACTH stimule la sécrétion de corticostérone 
tout comme le traitement LPS, MIF et son récepteur CD74 sont présents dans les cellules 
surrénaliennes, MIF dans les cellules fasciculées et CD74 à la fois dans les cellules 
fasciculées (immunobuvardage et immunofluorescence) et glomérulées 
(immunobuvardage) et le traitement au LPS induit une hypertrophie des cellules 
fasciculées. Les premiers résultats préliminaires sur l'activation de la voie p42/p44map* dans 
les cultures de cellules fasciculées suggèrent la présence de MIF, CD74 et de son co-
récepteur CD44. La technique d'immunofluorescence a permis de localiser plus 
spécifiquement MIF et CD74 : tout deux retrouvés au niveau cytoplasmique, MIF proche 
du noyau et CD74 au niveau du réticulum endoplasmique. Le traitement au LPS induisant 
une colocalisation cytoplasmique MIF/CD74 et l'activation de la voie p42/p44ma/'* 
confirment que MIF, CD74 et CD44 sont fonctionnelles dans les cellules fasciculées. 
Si nous revenons à l'hypothèse générale, les résultats obtenus avec le traitement 
anti-MIF dans le modèle animal confirment l'implication de MIF dans l'incapacité de la 
glande surrénale à répondre au stress induit par le sepsis. Nous observons une légère 
diminution de l'expression de MIF hypophysaire corrélée avec une augmentation de son 
expression protéique au niveau de la glande surrénale dans le modèle animal de sepsis 
subaigu. Ceci qui confirme son rôle d'hormone hypophysaire (régulation endocrine). Le 
blocage de MIF par la liaison MIF/anti-MIF semble activer la production de MIF 
adénohypophysaire libéré dans la circulation systémique, provoquant la surproduction de 
corticostérone par les voies dépendante et indépendante de l'ACTH (ACTH plasmatique 
diminué dans les groupes LPS + Anti-MIF alors que le cortisol augmente) en réponse au 
MIF libéré. Ces deux résultats suggèrent que MIF altère la libération d'ACTH au niveau 
hypophysaire. Enfin, MIF semble agir directement au niveau de la glande surrénale puisque 
dans le sepsis, il y a une augmentation de l'expression de MIF dans les glandes surrénales, 
une modification morphologique de celles-ci, une colocalisation MIF/CD74 dans les 
cellules fasciculées et une activation à confirmer de la voie p42/p44mûp* suggérant la 
fonctionnalité de MIF, CD74 et CD44 dans les cellules fasciculées. 
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Les perspectives de ce projet sont immenses. 
In vivo, il reste à terminer les immunobuvardages de CD74, le récepteur de MIF, 
afin d'étudier son expression protéique et de faire la corrélation avec les résultats déjà 
obtenus sur l'expression protéique de MIF au niveau hypophysaire et au niveau de la 
glande surrénale. Il faudrait également compléter les différents groupes de rats (n plus 
grands et égaux). Au niveau des coupes histologiques des hypophyses et des surrénales des 
4 groupes de rats, il serait intéressant d'augmenter le nombre d'organes étudiés par groupe 
pour confirmer les premiers résultats mais également de réaliser des marquages 
immunohistochimiques de MIF, CD74 et CD44 pour étudier leurs localisations exactes. La 
prise d'informations supplémentaires comme le poids et le volume des glandes serait un 
plus pour appuyer les résultats déjà observés. Des marquages spécifiques avec un marqueur 
des cellules endothéliales, CD31, permettraient de confirmer l'augmentation de 
vascularisation au niveau de l'adénohypophyse des groupes traités avec l'anti-MIF et la 
dilatation des vaisseaux accompagnée d'extravasations dans la médullosurrénale des 
groupes LPS observée au microscope. D'autres marquages pourraient être faits pour 
identifier quel type de cellules sont présentes dans les extravasations (cellules 
inflammatoires type polynucléaire et macrophages ou d'autres types cellulaires). Nous 
pourrions créer un modèle de sepsis aigu (6, 8 ou 12 hs) pour voir les effets plus marqués 
du MIF, premier acteur de la réponse inflammatoire systémique. Enfin, il serait intéressant 
de réaliser des études dynamiques sur un modèle de rat à différents stades de sepsis afin de 
mettre en évidence une éventuelle insuffisance surrénalienne fonctionnelle relative par le 
test à l'ACTH qui consiste à administrer de l'ACTH de synthèse, le Synactène®, pour 
tester la réponse de la glande surrénale ou le test au Cortrosyn®. 
In vitro, il faudrait confirmer l'activation de la voie p42/p44map* en augmentant le 
nombre d'expériences. Nous avons confirmé qu'il existe une interaction ACTH-MIF-
corticostérone et que MIF pourrait avoir un effet direct sur l'activité des GC (MIF 
augmente de façon constante la sécrétion de corticostérone induite par l'ACTH lorsqu'on 
stimule les cellules 2 hs avec MIF puis 2 hs avec de l'ACTH (Fig. 31B)). Il serait 
intéressant d'inverser ce protocole (préincubation d'ACTH et ensuite stimulation au MIF) 
afin de vérifier si la réciproque est possible, ce qui confirmerait que les GC peuvent 
également agir sur le MIF. Ces mêmes expériences pourraient être faites avec des cellules 
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traitées au LPS afin de mieux comprendre le rôle des GC et de MIF en mimant un état 
physiologique (sans LPS) ou pathologique (avec LPS). Nous pourrions également étudier la 
signalisation MIF/CD74/CD44 en stimulant les cellules avec du LPS et l'anti-MIF en 
immunofluorescence sur des cellules perméabilisées ou non afin de voir plus en détail ce 
qui se passe à la membrane plasmique. 
Compte tenu des résultats peu concluants obtenus au niveau des cultures primaires 
de cellules glomérulées traitées avec l'Ang II (5.10"9M) et MIF (6.10'10M, 6.10"9M ou 4.10" 
A 
M), nous avions décidé de nous concentrer sur les cultures primaires de fasciculées afin de 
mieux comprendre les interactions ACTH/GC/MIF. Pourtant, nous savons que l'Ang II et 
son récepteur ATI ont un rôle important dans le sepsis puisqu'ils contribuent à la synthèse 
d'AVP et de CRH, eux-mêmes stimulant la sécrétion d'ACTH qui induit la production de 
GC (cf. section 1.2.3.1 de l'introduction). De plus, Szaszak et al.ont mis en évidence le rôle 
de CD74 comme un régulateur négatif de l'expression du récepteur ATI de l'Ang II. En 
effet, CD74 bloquerait ATI dans le réticulum endoplasmique et favoriserait sa dégradation 
protéosomale (Szaszak et ai, 2008). Nous avons également montré la présence de CD74 
dans les cultures primaires de cellules glomérulées (Fig. 34B). Cela vaudrait la peine de 
réaliser des expériences d'immunofluorescence sur les cellules glomérulées pour voir si 
nous observons la même localisation de MIF et CD74 que dans les cellules fasciculées 
(avec ou sans LPS), de confirmer les résultats obtenus par Szaszak et al. dans le modèle de 
culture primaire de cellules glomérulées et d'étudier la signalisation CD74/MIF/AT1 dans 
des cellules glomérulées stimulées à l'Ang II avec ou sans LPS. 
Depuis peu, de nouveaux récepteurs fonctionnels de MIF ont été identifiés : des 
récepteurs spécifiques de chimiokines, CXCR2 et CXCR4 (Rostene et al., 2007). De plus, 
CXCR2 et CD74 forment un récepteur complexe. En activant CXCR2 et CXCR4, MIF agit 
comme un acteur majeur du recrutement des cellules inflammatoires et dans l'athérogénèse 
(Bernhagen et al, 2007). Il serait très intéressant d'étudier ces nouveaux récepteurs 
CXCR2, CXCR4 et le complexe CD74/CXCR2 dans le modèle de sepsis et également au 
niveau des cultures primaires de fasciculées. 
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